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1-Introduction

La tomate (Lycopersicon esculentum Mill) fait partie de la grande famille des solanacées aux
cbtés de la pomme de terre, de l'aubergine, du poivron et du piment. Considérée comme
premier légume aprés la pomme de terre et deuxiéme ressource alimentaire mondiale apres les
céréales. Elle est adaptée a des conditions de culture trés variées et destinée a la
consommation en frais ou a la transformation industrielle (Causse et al., 2000).

La production de tomate n’a cessé de progresser régulierement ces derniéres décennies dans
le monde, elle est passée de 48 millions de tonnes en 1978 & 124 millions en 2006 (Blancard
et al., 2009). Pour son importance elle est amenée a croitre dans les prochaines années,

notamment, du fait de l'incitation a consommer d'avantage de fruits et de légumes.

La plante est cultivée sous serre et en plein champ, sur une superficie d’environ 3 millions
d’hectares, ce qui présente pres de 1/3 des surfaces mondiales consacrées aux légumes. La
tomate a donné lieu au développement d'une importante industrie de transformation, pour la
production de concentrés, de sauces, de jus et de conserves. Compte tenu de son importance
économique, elle est I'objet de nombreuses recherches scientifiques servant comme plante
modele en génétique. Elle a donné naissance a la premiére variété génétiquement transformée
autorisée a la consommation commercialisée aux Etats-Unis dans les années 1990
(Anonymel, 2010).

La culture de la tomate occupe une place prépondérante dans I'économie agricole algérienne
et prés de 33 000 ha sont consacrés annuellement a sa culture (maraichére et industrielle),
donnant une production moyenne de 11 millions de quintaux et des rendements moyens
d’environ 311 Qx/ha (Anonyme 2, 2009).

Malgré les dispositions prises et les techniques utilisées, le rendement reste toujours faible et
assez éloigné de ceux enregistrés dans d’autres pays du bassin méditerranéen (Tunisie, Maroc,
Espagne, France, Italie) ou les rendements varient entre 350 Qx/ha a 1500 Qx/ha (FAO,
2008).

Actuellement, 1/3 de la production agricole mondiale est anéanties d’une année a une autre a
cause de différentes maladies (bactériennes, fongiques, etc.) et ravageurs tels que les insectes
qui causent d’énormes dégats, de la culture du semis, jusqu’a leur commercialisation
(Guenaoui, 2008).



Plusieurs agents pathogenes bactériens, comme Pseudomonas syringae, Xanthomonas
campestris, Clavibacter michiganensis, peuvent affecter la tomate et provoquer plusieurs
maladies, a savoir : la moucheture bactérienne, la tache bactérienne et le chancre bactérien.

Elles sont favorisées par une humidité relative forte et une température élevee.

De ce fait, I’objectif de ce travail est une contribution a I’étude des maladies bactériennes de
la tomate cultivée en serres dans I’est Algérien. En effet le travail porte sur :

- Localisation des zones de cultures ;

- Prospections et observation de maladies bactériennes (prise d’échantillons) ;
- Isolement des bactéries pathogeénes ;

- Identification des agents pathogénes ;

- Recherche d’agents antagonistes en vue d’une lutte biologique ;

- Contribution a la mise en évidence de I’effet antagoniste in vivo.



2- Revue bibliographique
2.1- La tomate

2.1.1- Origine et Historique

La tomate (Lycopersicon esculentum Mill) est originaire des Andes d’ Amérique du Sud, dans
une zone allant du sud de la Colombie au nord du Chili et de la cote Pacifique, aux contreforts
des Andes (Equateur, Pérou). Elle fut domestiquée au Mexique, puis introduite en Europe au
XV1°™ siecle par les Espagnols avant méme la pomme de terre et le tabac (Shankara, 2005).
Le genre Lycopersicon comprend neuf espéces, dont une seule ; Lycopersicon esculentum
sous sa forme sauvage ceraciforme qui pourrait étre directement a I'origine des autres

variétés, a émigré vers le Sud de I’Amérique du Nord (Chaux et Foury, 1994).

Au départ, les européenne I’exploitérent pour un usage purement ornemental et éviterent sa
consommation, a cause des liens de parenté botanique trés étroits avec certaines especes
végétales connues comme plantes vénéneuses en I’occurrence, Hyocinus niger, Lycopersicon
atropa (Kolev, 1976). En effet, elle a été longtemps considérée comme une plante toxique, au
méme titre que sa cousine « la mortelle Belladone ». Ce n’est que vers les années 1920-1930
qu’elle commenca a étre largement commercialisée (Menard, 2009).

En Algérie, ce sont les cultivateurs du Sud de I’Espagne (Tomateros), qui I’ont introduite en
raison des conditions climatiques qui sont propices pour sa culture. Quant a sa consommation,
elle a commencée dans la région d’Oran en 1905 puis, elle s’étendit vers le centre, notamment
au littoral algérois (Latigui, 1984).

2.1.2- Nomenclature et classification

Les botanistes modifiérent a plusieurs reprises les noms de genre et d’espece attribués a la
tomate. Elle a été classée par Linné en 1753, comme Solanum lycopersicon, d’autre botanistes
lui ont attribué différents noms : Solanum lycopersicon, Solanum esculentum, Lycopersicon
licopersicum ; c’est finalement Lycopersicon esculentum attribué par Philipe Mille en 1754,
qui a été retenu (Munroe et Small, 1997).

Le nom de genre « Lycopersicon » est gréco-latin, il signifie « péche de loup » et la partie
«esculentum » complétant le nom de I’espéce vient du latin et qui signifie « comestible ».

Cette comestibilité ne concerne ni le feuillage, ni les jeunes fruits verts car ils contiennent des



alcaloides toxiques (tomatine, solanine). Ces derniers disparaissent des fruits au cours du
marissement (Blancard et al., 2009).

Cronquist (1981) ; Gaussen et al. (1982) proposérent la classification de la tomate qui est

largement suivie :

REGNE......oiiiiie e, Plantae

SOUS TEONE. ...t Trachenobionta
Embranchement.................coccooiiii, Magnoliophyta
Classe......cooooiiiii e Magnoliopsida
SOUS-CIASSE.........ooviiii Asteridae

OFdre....oi i Solanales

GEBINME ..o, Solanum ou lycopersicon
ESPECE .o lycopersicon esculentum Mill.

2.1.3- Description botanique de la tomate

La tomate est une plante herbacée annuelle, appartenant au groupe des légumes-fruits (Baba
Aissa, 1999).

= Le systéme racinaire: forte racine pivotante qui pousse jusqu'a une profondeur de 50
cm ou plus. La racine principale produit une haute densité de racines latérales et
adventices (Shankara, 2005).

= La tige: le port de croissance varie entre érigé et prostré. La tige pousse jusqu’a une
longueur de 2 a 4 m, pleine, fortement poilue et glandulaire, se ramifie souvent pour
donner un arbuste large et empli.

= Le feuillage: feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large.
Les folioles sont ovées a oblongues, couvertes de poils glandulaires. Les grandes
folioles sont parfois pennatifides a la base. L’inflorescence est une cyme formée de 6 a
12 fleurs. Le pétiole mesure entre 3 et 6 cm.

= Les fleurs: Bisexuées, réguliéres et entre 1.5 et 2 cm de diametre. Le tube du calice
est court et velu, les sépales sont persistants. En générale, il y a six pétales qui peuvent
atteindre une longueur de 1 cm, jaunes et courbées lorsqu’elles sont mdres et six

étamines et les anthéres ont une couleur jaune vif entourant le style qui a une extrémité



stérile allongée. L ovaire et supere doté de deux a neuf carpelles. Souvent, la plante et
autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu ou les abeilles et les bourdons
sont les principaux pollinisateurs.

= Le fruit: Baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diamétre de 2 a 15 cm.
Lorsqu’il n’est pas encore mir, le fruit est vert et poilu, en revanche, la couleur des
fruits mdrs varie du jaune au rouge en passant par I’orange. Le fruit a maturité peut se
présenter soit, rond et régulier ou cotelés.

= Les graines: Nombreuses, en forme de rein ou de poire, poilues, beiges, de 3 a5 mm
de long et de 2 a 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans I’alboumen. Le poids de
mille graines est en moyenne de 3 g (Shankara, 2005).

Le cycle de la graine a la graine, est variable selon les variétés et les conditions de
culture, il est en moyenne de 3.5 a 4 mois (7 a 8 semaines de la graine a la fleur et 7 a
9 semaines de la fleur au fruit) (Gallais et Bannerot, 1992).

2.1.4- Principales exigences écologiques et climatiques de la plante

Le Lycopersicum esculentum Mill a des exigences particulieres: sensible au froid, craint

beaucoup le gel, les vents chauds et treés exigeant en température (Polese, 2007).
2.1.4.1- La température

La tomate demande un climat relativement frais et sec pour fournir une récolte abondante et
de qualité. Les températures optimales pour la plupart des variétés se situent entre 21 et 24°C.
Les plantes peuvent surmonter un certain intervalle de températures, mais en dessous de 10
“C et au dessus de 38°C les tissus végétaux sont endommagés. L’équilibre et I’écart entre
température diurne et nocturne, semblent nécessaire pour obtenir une bonne croissance et une

bonne nouaison de la tomate (Shankara, 2005).
2.1.4.2- La lumiére

La tomate n’est pas sensible au photopériodisme, mais, exigeante en énergie lumineuse. La
longueur de I’obscurité est essentielle pour le contrdle de la croissance et le développement de
la plante. Un faible rayonnement lumineux réduit le nombre de fleurs par bouquet et affecte la
fécondation (Cirad et Gret, 2002). En outre, I’intensité de la lumiére affecte la couleur des

feuilles, la mise a fruits et la couleur des fruits.

2.1.4.3- Eau et humidité



La plante est tres sensible a I’hygrométrie, elle ne tolére pas les sols engorgés ni I’humidité
élevée (plus de 80%) et une hygrométrie relativement ambiante de 60% a 65% soit la
meilleure pour la fécondation. En effet, lorsque I’humidité est trop élevée, le pollen est
difficilement libéré. Par ailleurs, le développement des maladies cryptogamiques est
fortement lié a des fortes humidités accompagnées de la chaleur (Laumonier, 1979). Il est
essentiel de prévoir un apport d’eau suffisant pendant la fructification Le stress causé par une
carence d’eau et les longues périodes arides fait tomber les bourgeons et les fleurs et provoque
le fendillement des fruits(Munro et small, 1998).

2.1.4.4- pH

La tomate tolere modérément un large intervalle de valeurs du pH, mais, pousse le mieux dans

des sols ou la valeur du pH varie entre 5.5 et 6.8 (Shankara, 2005).
2.1.4.5- Sol

La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne capacité de
rétention de I’eau, une bonne aération et qui sont libres de sels. Elle préfere les terres
limoneuses profondes et bien drainées (Shankara, 2005).

2.1.5- Les variétés de tomate

Les tomates peuvent étre classées d’apres leurs caractéres morphologiques et botaniques. Les
variétés sont trés nombreuses. A cet effet, ces derniéres peuvent étre classées selon leur

croissance qui peut étre du type indéterminé ou du type déterminé (Polese, 2007).

2.1.5.1- Les variétés a port indéterminé: sont les plus nombreuses. Elles continuent de
pousser et de produire des bouquets de fleurs tant que les conditions leur conviennent.
Comme leur développement est exubérant, leur tige doit &tre attachée a un tuteur sous peine
de s’affaisser au sol. Il est également nécessaire de les tailler et de les ébourgeonner
régulierement. Elles ont une production plus étalée et sont plus productives en général que les
tomates a port déterminé. Parmi ce type de croissance, il existe:

e les variétés fixées: il existe plus de 500 variétés dont les caractéristiques génotypiques
et phénotypiques se transmettent pour les générations descendantes. Elles sont
sensibles aux maladies, mais donnent des fruits d’excellente qualité gustative (Polese,
2007). Les variétés les plus utilisées en Algérie sont la Marmande et la Saint Pierre
(Snoussi, 2010).



e Les variétés hybrides: sont plus d’un millier. Elles sont relativement récentes
puisqu’elles n’existent que depuis les années 1960, qui, du fait, de I’effet hétérosis,
présentent la faculté de réunir plusieurs caractéres d’intérét (bonne précocité, bonne
qualité de résistance aux maladies et aux attaques parasitaires et donc bon rendement).
Ces hybrides ne peuvent étre multipliés vu qu’ils perdent leurs caractéristiques dans
les descendances (Polese, 2007). Les plus utilisés en Algérie sont ACTANA,
AGORA, BOND, NEDJMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO et ZAHRA
(Snoussi, 2010).

2.1.5.2- Les variétés a port déterminé : sont des variétés naines. Leur croissance s’arréte une
fois la plante a produit un nombre déterminé de bouquets de fleurs (en générale trois ou
quatre). C’est dans ce type de tomate que I’on trouve, le plus souvent, les variétés industrielles
de conserverie, cultivées en plein champ. Pour ce type de croissance également, on retrouve
des variétés fixées et des hybrides (Polese, 2007). Les hybrides suivants sont les plus utilisés
en Algérie FAROUNA, JOKER, LUXOR, SUPER RED, TOMALAND, TOP 48, SUZANA,
ZIGANA ZERALDA. Tandis que les variétés fixées : la variété AICHA (Snoussi, 2010).

2.1.6- Cultures de la tomate
La tomate est cultivée selon deux systémes principaux qui sont:
2.1.6.1- La culture de plein champ

Ce systéeme de culture est le plus répondu. Si I’irrigation est disponible, les plantations
peuvent étre faites en saison séche. La mécanisation est souvent réduite a la préparation du sol
(Cirad et Gret, 2002).

2.1.6.2- La culture sous abris

Ce systeme de culture vise a produire les tomates au long de I’année. Il permet de développer
des productions hydroponiques, supprimant ainsi certaines contraintes liées au sol (Cirad et
Gret, 2002). La culture sous abri fournit aujourd’hui une part essentielle du marché de frais
pour les légumes-fruits tels que la tomate (Jeannequin et al., 2005).



2.1.7- Production et importance économique dans le monde

L’importance économique de la tomate devient réellement évidente au travers de I’évolution

de sa production mondiale au cours du temps. La production mondiale de tomates a progressé

régulierement au cours du XX° siécle et s’est accrue considérablement durant les trois

derniéres décennies. Elle est passee de 74 millions de tonnes en 1978 a 89 millions en 1998 et

atteint 124 millions en 2006. Les deux premiers pays producteurs mondiaux sont la Chine

avec 25.34% suivie des Etats-Unis avec 08,84%. La Turquie occupe le troisieme rang

mondial. De nombreux pays tels que I’Egypte, L’Inde, I’lran, le Brésil, le Maroc et la Grece

produisent également chaque année plus d’un million de tonnes de tomates. Le tableaul

détaille la production mondiale de la tomate pour les différents pays du monde.

Tableau 1 Production mondiale de la tomate en 2007 ( Giove et Abis, 2007)

pays Production % pays Production %
10° tonnes 10° tonnes

Monde 124 875 100% Maroc 1206 00,96%
Chine 31644 25,34% Portugal 1085 00,86%
USA 11043 8,48% Neigerali 1057 00,84%
Turquie 10050 08,04% Algérie 1023 00,81%
Inde 8 586 06,87% Tunisie 960 00,76%

Egypte 7 600 06,08% Syrie 946 00,75
Italie 7187 05,75% Canada 839 00, 67%
Iran 4781 03,82% Cuba 803 00,64%
Espagne 4 651 03,72% France 790 00,63%
Brésil 3453 02,76% Japon 758 00,60%
Mexique 2 800 02,24% Argentine 660 00,52%
Fédération Russe 2296 01,83% Hollande 660 00, 52%
Grése 1712 01,37% Roumanie 627 00,50%
Ukraine 1472 01,17% Autres 14869 12,06%

Ouzbékistan 1317 01,05%

Selon les statistiques de I'organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture, la

production mondiale de tomates s'élevait en 2007 a 126,2 millions de tonnes pour une surface




de 4,63 millions d'hectares, soit un rendement moyen de 27,3 tonnes par hectare. Ces chiffres
ne tiennent toutefois compte que de la production commercialisée, et n'incluent pas les
productions familiales et vivriéres qui peuvent étre non négligeables dans certaines régions
(FAO-STAT, 20009).

Echanges internationaux :

En 2006, les exportations de tomates fraiches ont porté sur un peu plus de 6 millions de
tonnes, soit 4,8 % de la production mondiale de I'année. Les trois premiers pays exportateurs
(environ 1 million de tonnes chacun) sont le Mexique, la Syrie et I'Espagne. Le Mexique
fournisseur essentiel des Etats-Unis et I'Espagne fournit I'Union européenne (FAO-STAT,
2009). Pour la méme année les premiers pays importateurs de tomates fraiches sont dans
l'ordre; les Etats-Unis, I'Allemagne, la France, le Royaume-Uni et la Russie (Anonymel). En
revanche, en 2006 pour la tomate transformée (pate et purée) les principaux pays exportateurs
sont la Chine, I'Union européenne, les Etats-Unis, le Chili et la Turquie (Anonyme, 2010).

2.1.8- Production et Importance économique de la tomate en Algérie

La tomate (Lycopersicum esculentum Mill) occupe une place privilégiée dans le secteur
maraicher en Algérie. Elle est considérée a juste que la pomme de terre, I’ail et I’oignon, qui
forment un groupe d’espéces prioritaires. Sa production est en plein expansion, a la faveur de
nombreux programmes mis en place par le Ministére de I’agriculture et du développement
rural. A cet effet, de nouvelles techniques de productions sont introduites ces dernieres années
permettant plus de rendement a I’hectare (Tableau 2) (FAO, 2008).

Tableau 2 : Evolution de la tomate maraichére en Algérie entre 2001-2009 (Anonyme 2, 2009).

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Superficies Ha 16760 | 17820 | 18650 | 19432 | 19655 20436 | 20079 | 20789 | 21089
Production/Qx 3735340 | 4013640 | 4569330 | 5121950 | 5137280,4 | 5489336 | 5673134 | 5592491 | 6410343
Rendement Qx/Ha | 222,87 | 225,20 | 245,00 | 263,60 | 243,60 268,60 | 282,50 | 284,50 | 308,40

Les statistiques de I’année 2009 établie par le Ministére de I’agriculture font état d’une
superficie globale de tomate maraichére cultivée de 21320 Ha avec un rendement de 6.5
millions de quintaux et les wilayas potentielles pour la production de cette catégorie de la

tomate sont Skikda, Annaba, El Taref et Guelma. Pour rappel, la culture de la tomate




industrielle constitue I’espéce la plus importante parmi celles cultivées comme le tabac,
I’arachide et autres. Elle a démarré dans les années 1920, dans la région de l'est avec la
création de la premiere conserverie TOMACOOP a Bone (actuellement Annaba). Les
surfaces consacrées a la tomate industrielle ont, également, augmenté, pour passer de 100
hectares en 1930 a 2 000 en 1960, pour arriver a une fourchette comprise entre 24 000 et 31
000 hectares ces derniéres années (Anonyme3, 2010). Sa production est de 3.822731Qx

équivalent a 95,57% de la production totale des cultures industrielles (Snoussi, 2010).

2.1.9- Importance de la tomate

La tomate tient une place importante dans l'alimentation humaine, elle est consommée soit
crue, soit cuite, ou comme un produit transformé tels que jus de fruits, sauces, Ketchup et de
conserves. Dans les dernieres décennies, la consommation de tomate a été associée a la
prévention de plusieurs maladies comme le cancer ou les maladies cardiovasculaires (Sharoni
et Levi, 2006; Wilcox et al., 2003). Cet effet protecteur a été principalement attribué a ses
précieux composants bioactifs avec propriétés antioxydants (Borguini et Torres, 2009) comme
les caroténes (lycopéne qui donne leur couleur rouge aux tomates ainsi que B-caroténe),
I’acide ascorbique, tocophérol et les composés phénoliques (Martinnez-Valverde et al., 2002;
Periago et al., 2009) (Tableau 3). Le lycopene le plus puissant antioxydant caroténoidien a
montré d’autres effets bénéfiques sur la santé tels que I’induction de la communication entre
les cellules, la modélisation des hormones du systéme immunitaire et d’autres voies
metaboliques. Il neutralise, plus efficacement, le radical libre, particuliérement agressif,
dérivé de l'oxygene. Alors que les composés phénoliques présentent un large éventail de
propriétés physiologiques comme des anti-allergéniques, anti-inflammatoires, anti- microbien,
antithromobotique, anti- athérogene et effets cardioprotecteurs et vasodilateurs (Balasundram
et al., 2006).

Tableau 3: Teneurs en caroténoides pour 100g de tomate crue (Canene-Adams et al., 2005).

B-caroténe 449ug
a-caroténe 101pg
Lycopéne 255739
Lutein _ zeaxanthin 123ug
Phytoene 1860ug
Phytofluene 830ug




La tomate est un aliment diététique, trés riche en eau (93a 95%), en éléments minéraux et en
oligo-éléments (Tableau 4). Parmi les minéraux de la tomate, le potassium domine largement,
suivi par le chlore, le phosphore et le magnésium. Parmi les oligo-éléments, on peut noter des
teneurs non négligeables en fer et en zinc, ainsi que des traces de cobalt, de nickel, de fluor,
de bore et de sélénium. Les vitamines du groupe B sont assez abondantes et toutes
représentées y compris la vitamine B8 et I’acide folique (B9). Par contre, ce fruit ne renferme
que de faibles quantités de glucides (3%), de protéines (moins de 1 %) et seulement des traces
de lipides. De ce fait, elle est pauvre en calories (15 Kcal pour 100 g, soit 63 kJoules) (Favier
et al., 2003).

Tableau 4: Valeur nutritionnelle moyenne pour 100g de tomate crue (Favier et al., 2003).

Eau 93.8¢
Eléments énergétiques Protides 0.8¢
Glucides 3.59
Lipides 0.39
Vitamines Provitamine A 0.6mg
Vitamine Bl 0.06mg
Vitamine B2 0.05mg
Vitamine B6 0.08mg
Vitamine C 18mg
Vitamine PP 0.6mg
Minéraux Fer 0.4mg
Calcium 9mg
Magnésium 11mg
Phosphore 24 mg
Potassium 226mg
Sodium 5mg
Fibres 1.2¢




2.2- Pathologie et ravageurs de la tomate

I1'y a lieu de noter que I’aspect maladies et ravageurs des cultures représente un facteur tres
important dans leur conduite avec une production économiquement viable et respectueuse de
I’environnement et surtout pour la santé humaine. Le nombre des maladies affectant la tomate
est important : plusieurs centaines de bioagresseurs, plus de 50 affections non parasitaires,
sans compter les nouvelles pathologies émergeant avec une fréquente inquiétante (Blancard,
2009).

2.2.1- Pathologies non parasitaires

Elles sont nombreuses et peuvent concerner les racines et le collet, la tige, le feuillage, aussi
bien que les fruits (Messiaen et al., 1993). Elles sont généralement provoquées par des
carences au niveau des éléments nutritifs et par des conditions climatiques défavorables
(Shankara, 2005) et parmi les plus répandues on note :

La pourriture apicale, provoquée par une carence en calcium;

Le fendillement des fruits suite a de grandes fluctuations dans la teneur en humidité du sol ou
de la température;

L’asphyxie racinaire, causée par des irrigations top abondantes ou des pluies excessives;

La tige boursouflée, suite a une alimentation azotée excessive;

L altération des fruits, due aux coups de soleil ou a des fentes de croissance.

Les ravageurs de la tomate :
= Les nématodes
Les nématodes des racines noueuses présentent un probléme important. Ils provoquent des
galles (des tumeurs cancéreuses) sur les racines des plantes on peut citer Meloidogyne
icognita, Meloidogyne arenaria et Meloidogyne javanica. Les plantes atteintes restent
petites de taille et sont sensible aux maladies fongiques et bactériennes transmises par le
sol (Shankar, 2005).

= Les insectes
Touts les insectes qui piquent et qui sucent, tels que les thrips, les pucerons, et les

mouches blanches, ne provoquent des dommages mécaniques que lorsqu’ils surviennent



en grands nombres, mais les virus qu’ils peuvent transmettre, provoquent des dommages

bien plus importants (Shankara, 2005).

2.2.2- Pathologies parasitaires
2.2.2.1- Pathologies fongiques

» Le Mildiou: causé par Phytophthora infestans, anciennement classé parmi les
mycetes. Cette maladie peut dévaster les cultures de tomates durant les périodes
fraiches et pluvieuses. Le mildiou peut s’attaquer a tous les organes aériens de la
plante. 1l se manifeste par des taches nécrotiques, irréguliéres, d’extension rapide,
entourées d’une marge livide. Sur les tiges on voit des plages brunes pouvant les
ceinturer. Les fruits mildiousés bruns marbrés, irrégulierement bosselés en surface
(Blancard, 1991).

= L’alternariose : le mycétes responsable est Alternaria tomatophila. Il s’attaque a tous
les organes aériens de la tomate et a tous les stades de croissances de la plante. Il
occasionne surtout, des taches foliaires vert sombres, puis deviennent rapidement
brunes a noires. Sur les tiges des taches assez comparables sont aussi constatées. Sur
les fruits des taches concaves, peut se couvrir d’une moisissure noire, veloutée. Les
Iésions sur fruits peuvent engendrer leur chute (Blancard, 2009).

» Moisissure grise : causé par Botrytis cinerea, la pourriture grise est une maladie
répondue dans les cultures de tomate sous abris. Les symptdmes observable sur fleurs,
fruits, tiges, feuilles, se traduisent généralement par un pourrissement des tissus
infectés, suivi par I’apparition d’un feutrage gris due a une production importante de
spores. Botrytis cinerea peut entrainer des pertes de rendements importantes en
affaiblissant les plantes et en les détruisant (Williamson et al., 2007).

= Septoriose : cette maladie causée par Septoria hycopersici, se manifeste sous forme
de petites taches a contours angulaires, pales au centre, bordées d’une ligne brune. De
petits points noirs présentés par des pycnides se trouvent a leur surface. Les feuilles
atteintes s’enroulent d’abord, puis se desséche et tombent ce qui amene & une
végétation fortement entravee (Bovey, 1972).

= Oidium : causé par Oidium neolycopersici qui provoque des taches sur feuilles assez
caractéristiques des oidiums. Celle —ci sont poudreuses et blanche et couvrent plutét la
face supérieure des folioles de tomate. Les tissus touchés deviennent chlorotiques,



brunissent localement et finissent par se nécroser. Des taches comparables peuvent
étre observées sur la tige. Les fruits ne semblent pas affectés (Blancard, 2009).
Fusariose : provoqué par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Ce mycéte ne
s’attaque qu’a certains cultivars. Les plantes infectées par ce mycete du sol présentent
un jaunissement des feuilles et un flétrissement se propageant a partir de la base de la
tige. Au départ, les symptomes ne sont visibles que sur une seule moitié de la surface
des feuilles, des branches ou des plantes, avant de se propager a I’ensemble de la
plante (Messiaen et al., 1993).

Verticilliose : causée par Verticillium albo-atrum et Verticillium dahliae. Tout comme
la fusariose, cette maladie se manifeste en premier lieu au niveau des feuilles
inférieures et progresse vers la partie supérieure de la plante. Contrairement a la
fusariose, les symptomes de la Verticilliose se manifestent sur I’ensemble de la surface
des feuilles, des branches ou des plantes (Ruocco et al., 2011).

Cladosporiose : causée par Pasalora fulva tres spécifique de la tomate est
mondialement répondu. Ce mycetes, parasite essentiellement foliaire, provoque des
taches vert clair a jaune pale. Les tissus situés au centre des taches brunissent, se
nécrose et se desséche tandis que les feuilles s’enroulent. La tige peut aussi étre
affectée (Blancard, 2009).

Racine liégeuses : le responsable de cette maladie est Pyrenochaeta lycopersici
s’attaque essentiellement au systeme racinaire de la tomate. Les racines révelent,
localement, des altérations brunes et lisses. Les plantes attaquées voient la taille de
leur systéme racinaire plus ou moins limitée (Blancard, 2009).

L’Anthracnose : causée par le mycete pathogéne Colletotrichum coccodes. Les
symptdmes se manifestent sur les fruits mars ou arrivant a maturation sous forme de
petites taches rondes creusées dans la peau. Lorsque ces taches s’étendent, leur centre
prend une couleur sombre ou développe des anneaux concentriques mouchetés

produisant des spores (Ruocco et al., 2011).

2.2.2.2- Pathologies virales

CMV (Cucumber Mosaic Virus): le CMV, virus transmis par pucerons, est présent
dans le monde entier. Il peut étre a I’origine de trois principaux types de symptomes:
des marbrures, mosaique sur les jeunes folioles, déformation des folioles qui prennent

I’aspect d’une feuille de fougere ou celui d’un I’ace de chaussure car tres filiformes,



altération nécrotiques commencant sur les folioles, s’étendant a la tige et a I’apex de
la plante (Blancard, 2009).

ToCV (Tomato Chlorosis Virus): transmis par plusieurs espéeces d’aleurodes selon le
mode de semi- persistant, on peut observer des marbrures chlorotiques irréguliéres, un
jaunissement et une nécrose du limbe. Des déformations foliaires sont également
visibles, notamment un enroulement du limbe. Les plantes affectées précocement sont
peu vigoureuses. La production en fruits peut étre fortement réduite (Blancard, 2009).
ToMV (Tomato mosaic virus) : cause de graves maladies dans la culture de la
tomate. Les symptdmes comprennent des feuilles tachetées vert-jaunes, des feuilles
enroulées, une croissance chétive et des décolorations au niveau des fruits. Le vecteur
naturel du TMV n’est pas connu. Le virus transmis par contact et par les graines
(Shankara, 2005).

TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) : ou virus de la maladie bronzée de la tomate. Il
est a observer des mouchetures en mosaique avec une décoloration des feuilles. Sur les
tiges et pétioles, il y a apparition des taches nécrotiques. Par contre, sur les fleurs, on
observe un nanisme, une déformation et une décoloration. La maladie peut entrainer
un rabougrissement du plant. Le virus est transmis par différents espéces de thrips
(Messiaen et al., 1993).

TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus) : ou maladie des feuilles jaunes en
cuilleres de la tomate. Les symptbmes caractéristiques apparaissent quinze jours a
trois semaines apres inoculation du virus. La croissance des plantes atteintes est
fortement perturbée. Les feuilles sont de tailles réduites et présentent un jaunissement
et/ou un enroulement en forme de cuilléres. Plus I’inoculation du virus est précoce,
plus les dégats sont graves. En cas d’infection précoce, les plantes sont naines et ne
produisent plus de fruits. Le virus est transmis par la mouche blanche Bemissia tabaci.
Toute une récolte peut étre détruite si les plants sont contaminés en pépinieres
(Shankara, 2005).

PVY (Potato virus Y) : il est probablement présent dans toutes les zones de culture de
pomme de terre du monde entier. Le virus provoque diverses anomalies de coloration
de traduisant par la présence sur les jeunes feuilles de marbrures d’abord discretes,
évoluant progressivement en mosaique verte (Blancard, 2009).

RepMV (Pepino mosaic virus): Trés fréqguemment, le virus peut étre présent sans
induire de symptdmes visibles. Le symptome le plus caractéristique est I’apparition de

taches angulaires de couleur jaune vif sur les feuilles. Plus rarement, les plantes



infectées montrent des Iésions nécrotiques, taches ou stries, sur les feuilles et les tiges.
Sur les tiges florales, elles peuvent provoquer I’avortement des fleurs (Blancard,
2009).

2.2.2.3- Pathologies bactériennes
La tomate a, souvent, fait I’objet d’attaque de plusieurs bactéries qui développent des

symptomes multiples, parmi les plus graves

2.2.2.3.1- La tache bactérienne

La tache bactérienne de la tomate causée par Xanthomonas campestris pv vesicatoria est I’une
des maladies les plus graves dans de nombreux domaines (Sherf et MacNab, 1986; Scott et
al., 1989; Ward et O’Garro, 1992; Uys et al., 1996). Elle est considérée comme un important
contrainte a la production de tomates dans le monde entier (Pohronezny et Volin, 1983 ;Zitter,
1985; Watterson, 1986; Scott et al., 1989; Yu et al., 1995; Venette et al., 1996)

Symptomes

Les symptomes de la maladie apparaissent sur les feuilles, les fleurs, les tiges et les pétioles.
Elles sont comparables a ceux décrits pour Pseudomonas syringae pv. tomato des petites
Iésions graisseuses et translucides apparaissant au hasard sur les folioles ou en bordure du
limbe et donnant lieu a des taches brunes a noires qui finissent par se nécroser et se dessécher.
Des lésions comparables sont visibles sur les pétioles, la tige, les pédoncules et les sépales.
Sur les fruits des lésions graisseuses de couleur verte a noir donnent lieu a des pustules

liégeuses en relief, craquelées, pouvant atteindre 1 cm de diameétre (Blancard, 2009).

L’agent pathogéne et la bactérie Xanthomonas vesicatoria qui se présente sous la forme de
batonnets, aérobies strictes et mobiles, Gram négatifs, simples ou par paires, de 0.4 — 0.7 um
de large et de 0.7- 1.8 um de long, portant un flagelle polaire unique. Ces bactéries ont pour
particularité de produire des caroténoides appelés xanthomonadines qui pigmentent les
colonies en jaune. Elles sont oxydase négatif ou faible et positif pour la catalase,
chimioorganotrophe, capable d’utiliser une variété d’hydrates de carbone et les sels d’acides
organiques comme seule sources de carbone. D’autre part Xanthomonas est trés étudiée pour
sa capacité a produire un exopolysaccharide particulier, le xanthane qui donne un aspect
mucoide aux colonies, tres utilisé comme agent épaississant dans les industries cosmétiques,

agroalimentaires ainsi que dans le batiment (Bradbury, 1984). Ce genre regroupait dans les



années 90, plus de 170 espéces dont bon nombre sont des espéces phytopathogénes
subdivisées en plus de 140 pathovars selon leurs plantes hotes. Les membres du genre
Xanthomonas infectent 124 especes de plantes monocotylédones et 268 especes de plantes
dicotylédones (Leyns et al., 1984).

Source d’inoculum et conditions favorables a son développement :

X. vesicatoria, se conserve pour peu de temps directement dans le sol. Il se maintient mieux
sur les débris végétaux et les semences pour une période atteignant plusieurs mois, voire une
année, certains auteurs parlent d’une dizaine d’année. Cet agent pathogéne persisterait sur les
racines du blé. Il peut aussi vivre a I’état d’épiphyte ou infecter plusieurs solanacées. Le
Xanthomonas est avantagé par des températures assez élevées (20°C a 35°C, température
optimal 26°C) bien que ces especes puissent croitre sous des températures plus basses. Outre
la température, ces bactéries ont besoin d’une humidité relative élevée afin d’induire la

maladie sur la plante héte (Blancard, 2009).
2.2.2.3.2-Chancre bactérien

Le chancre bactérien de la tomate causé par le Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis (Davis et al., 1984), est une maladie importante et répondue, causant des pertes
économiques graves dans les cultures de tomates dans le monde, qu’elles soient en serre ou en

plein champ (Gleason et al., 1993; Gartemann et al., 2003).

Symptomes: Clavibacter michiganensis subsp michiganensis provoque sur tomate une
maladie vasculaire qui se traduit par un flétrissement et chlorose des organes aériens. Des
coupes longitudinales ou transversales a plusieurs niveaux de la tige révelent des symptémes
plus ou moins marqués en fonction du stade d’évolution de la maladie. Ainsi, on peut
constater: de discrets jaunissement et brunissement des vaisseaux, mais surtout des tissus
contigus. Un brunissement marqué du xyléme et des tissus contigus, la moelle peut, dans
certains cas, brunir ou étre seche et farineuse. La plantes fortement affectées produisent des
fruits plus petits, mal colorés ou chutant prématurément (Blancard, 2009).

L’agent pathogene: C. michiganensis subsp. michiganensis est un batonnet aérobie, non
mobile, Gram-positif, non sporulant et incurvé (Davis et al., 1984). C. michiganensis est la
seule espéce dans le genre Clavibacter et il est divisé en cing sous-espéces en fonction de
I’hdte. Ces bactéries sont tous des agents pathogénes vasculaires et de quarantaine dans de
nombreux pays (Jahr et al., 1999; Eichenlaub et al, 2006).



Source d’inoculum et conditions favorables a son développement:

Les semences sont le principal vecteur de ce pathogene a longue distance; le commerce des
semences a facilité la répartition mondiale de la maladie. Une fois introduit dans une parcelle
de tomates située en plein champ ou dans une serre, C. michiganensis subsp. Michiganensis
est capable de s’y maintenir aisément plusieurs mois, voir plus d’une année en fonction des
conditions de température et d’humidité du sol. Les débris végétaux, surtout s’ils sont sec,
contribuent a sa conservation jusqu’a 7 mois et au moins deux années lorsqu’ils sont en
surface et elle pourrait aussi se conserver 2 années dans du compost. Un certains nombre
d’hoétes alternatifs ont été signalés, comme le poivron, la pomme de terre, le tabac et plusieurs
mauvaises herbes. On la trouve aussi sur le matériel et les outils utilisé. Cette bactériose est
largement favorisée par les périodes climatiques humides. Elle se développe dans une plage
comprise entre 12 .8 et 33.7'C, son optimum entre 24 et 27°C, avec plus de 80% d'humidité
(Blancard, 2009).

2.2.2.3.3- La moucheture bactérienne

Cette maladie est causée par Pseudomonas syringae pv. tomato (Dye et al., 1980). Elle est
aujourd’hui largement répondue dans les zones de production de la tomate et trés destructive
dans le monde entier (Bazzi et al., 1979; Yunis et al., 1980; Smitley et Carter, 1982; Tamietti
et Cugudda, 1987).

Symptdomes

Les lésions de la moucheture bactérienne peuvent apparaitre n'importe ou sur le feuillage, les
tiges ou les fruits. Sur les feuilles, la moucheture se manifeste par des petites taches
graisseuses, sombres, prenant rapidement une teinte brune a noire. Ces lésions sont circulaires
ou légérement angulaires d’un diamétre de 2 a 3 mm et présentent un halo jaune plus ou
moins large et marqué. En présence d’humidité, elles peuvent s’étendre et confluer altérant de
larges secteurs du limbe qui finissent par se nécroser et se dessécher. Ces taches peuvent
également se développer sur les tiges et les sépales floraux (Blancard, 2009).

Sur les fruits verts, I’infection se traduit par de petites pustules rondes de 0.5 a 2 mm relevées
et 1égerement superficielles et s’entourant d’une auréole jaune lors de la maturité. Ces Iésions
nécrotiques ressemblent & des mouchetures d’ou le nom de moucheture de la tomate (Wilkie
et Dye, 1974).



L’agent pathogéne

L’agent pathogéne Pseudomonas syringae appartient au groupe des Pseudomonas
fluorescents phytopathogenes. 1l est caractérisé par une grande variabilité génétique,
physiologique et biologique qui s’exprime au travers 52 pathovars qui la composent. La
cellule de Pseudomonas est un batonnet droit ou bacille de taille moyenne de 0.7-3um de
longueur et de 0.7-1um d’épaisseur, ne retient pas la coloration de Gram (Gram négatif),
isolé, en paires ou en chaines, mobile par un a trois flagelles. Pseudomonas syringae est une
bactérie aérobie stricte, chimiohétérotrophe, ne possede pas de cytochrome C, oxydase et
arginine déshydrolase négative. La plupart des souches des différents pathovars cultivées sur
milieu B de King produisent un pigment jaune verdatre et fluorescent sous UV: il s’agit d’un
pigment hydrosoluble (pyoverdine) (Gaignard et Luisetti, 1993).

Source d’inoculum et conditions favorables a son développement:

Pseudomonas syringae pv. tomato peut se conserver dans le sol, en association dans la
rhizosphére des plants et en épiphyte sur de nombreux plants cultivés et sauvages (Bashan et
al., 1982 ; Bonn et al., 1985). Il peut également se conserver 20 ans dans la semence sans
perdre leur pouvoir pathogéne (Bashan et al., 1982). Des températures relativement basses
comprises entre 13 et 28 °C et la présence d’humidité (85-90%) sont des conditions trés
propices aux épidémies de Pseudomonas syringae pv. tomato. Sous les conditions favorables
du milieu, ce potentiel d’inoculum initie I’épidémie et présente ainsi des pertes économiques

considérables apres réduction de la qualité et de la quantité de la production (Blancard, 2009).
2.3- Cycle parasitaire des bacteries:

Le déroulement du cycle parasitaire impose I’existence d’une phase de conservation, de

dispersion et de I’infection des bactéries.
2.3.1- Conservation et dispersion

La surface aérienne d’une plante constitue un site ou les bactéries épiphytes (parasites ou
saprophytes) sont naturellement présentes (phase résidente). Le sol de la rhizosphere
représente une interface, particulierement importante, pour la multiplication des bactéries

phytopathogenes (Lepoivre, 2003).



2.3.2- L’infection

L’apport des bactéries au niveau des organes aériens des plantes résulte, tres généralement,

d’une rencontre aléatoire (aérosol, vent, insectes outils contaminés, eau d’arrosage de germes,

résidus des plantes infectées, etc.).Occasionnellement, la rencontre entre bactérie et hdte peut

étre plus spécifique, notamment, lors de la transmission par certains vecteurs ou via un

mouvement polarisé des bactéries (le chimiotactisme) induit par les exsudats radiculaire ou

foliaire. La pénétration des bactéries dans les plantes se fait, le plut souvent, par des

ouvertures naturelle ou via des blessures (Lepoivre, 2003)

Les stomates : constituent un point de pénétration important; leur superstructure plus
ou moins accessible ou leur fermeture peuvent influencer le processus de pénétration
aprés lequel se détermine, au niveau de la chambre-sous stomatique, I’arrét ou la
poursuite de I’infection. Notons que certaines bactéries (notamment Pseudomonas
syringae pv. Tomato) produisent des cutinases capable de dégrader les chaines
latérales de la cutine (Lepoivre, 2003)

Les lenticelles : sont normalement protégées par une couche subérisée, qui se rompt
en condition de fort humidité, permettant I’acceés des bactéries aux couches sous
adjacentes non subérisées ou elles peuvent provoquer une macération (Lepoivre,
2003).

Les hydathodes situés a I’extrémité des vaisseaux en périphérie des feuilles en
excrétant I’eau vers I’extérieur peut permettre la pénétration des agents pathogénes
(Lepoivre, 2003).

Les trichomes ou poils multicellulaires présents sur les feuilles et les fleurs, se
brisent aisément et permettent la pénétration de certaines bactéries, notamment chez la

tomate (Lepoivre, 2003).

2.3.3- Les déterminants du pouvoir pathogene bactérien

2.3.3.1- I’adhésion
Une fois la bactérie pathogene entrée dans les tissus de I’hote, elle peut se fixer aux cellules

pour établir un centre d’infection a partir duquel elle va se disséminer. Cette étape

d’adhérence implique des molécules bactériennes de surface appelées adhésines (Rostand et

Esko, 1997). L’adhésion peut se faire a I’aide de pili (Tfp pour "type IV pilus™) ou fimbriae,



qui est essentiellement constitué d’une unique protéine PilA, assemblée en un polymere pour
former un filament polaire flexible (Craig et al., 2004; Genin et Boucher, 2004).

L'importance et le role du Tfp dans la pathogénie des bactéries phytopathogénes semblent
variables selon les organismes considérés. Chez R. solanacearum, une mutation dans le géne
pilA se traduit par une diminution de la virulence de cet agent pathogéne dans les plants de
tomate (Kang et al., 2002). En revanche, chez X. campestris pv. vesicatoria et P. syringae pv.
tomato, des mutations dans le gene fimA (homologue de pilA) ont montré que celui-ci est,
d'avantage, responsable de I'agrégation de cellule a cellule et de la protection contre le stress
environnemental que de I'adhésion ou de la colonisation de la surface des plantes (Ojanen-
Reuhs et al., 1997; Roine et al., 1998).

2.3.3.2- La mobilité et le chimiotactisme

Les bactéries mobiles peuvent étre attirées par des substances nutritives comme les sucres, les
acides aminés, I’oxygene, ou étre repoussées par des substances nuisibles, ce phénomeéne est
appelé le chimiotactisme. Les bactéries dirigent leur mouvement en fonction d’un gradient
chimique impliquant plusieurs types de mobilité. La mobilité par « swarming » (nage en
surface) et « swimming » (nage dans le liquide) sont réalisées généralement par le flagelle,
long appendice protéique flexible et motorisé (Chevance et Hughes, 2008). La mobilité par
«twiching » réalisée grace aux pili de type IV (Craig et Li, 2008; Kaiser, 2007).

La mobilité cellulaire est un élément important dans la capacité de colonisation de la plante
héte et de la virulence de nombreuses bactéries phytopathogénes. Une étude récente a,
néanmoins, montré que des mutations dans certains genes fli (impliqués dans la biosynthese
du flagelle) chez R. solanacearum, se traduisaient par une reduction significative de la
capacité des mutants a provoquer la maladie chez des plants de tomate inoculés (Tans-Kersten
et al., 2001), soulignant ainsi la contribution de ces flagelles dans la pathogénie des bactéries
qui en sont dotées. Le chimiotactisme peut étre important pour la formation de biofilm et pour
la mise en place du pouvoir pathogéne. Chez la bactérie phytopathogéne R. solanacearum
responsable du flétrissement bactérien de la tomate, il existe un systéme d’aérotaxie et
d’énergie taxie permettant a la bactérie de se diriger vers les racines de tomate et des
modifications par mutation dans ces systéemes retardent le développement de la maladie (Yao
et Allen, 2007).



2.3.3.3- Les systemes d’acquisition du fer

Le fer est un cofacteur essentiel a de nombreuses enzymes et par conséquent, participe a de
nombreuses voies métaboliques que ce soit chez les procaryotes ou les eucaryotes. La capture
du fer est restreinte & deux formes du fer, le fer ferreux Fe?* et le fer ferrique Fe**. Les
bactéries ont développé un systeme de capture du fer impliquant des molécules appelées
sidérophores capables de complexer le fer ferrique avec une trés grande affinité, des systémes
de transport spécifiques dits TonB-dépendants qui vont transporter les complexes
fer/sidérophores dans la cellule et un systeme de régulation capable de percevoir le taux de fer
intracellulaire via la protéine Fur (Braun et Killmann, 1999). Les sidérophores sont
nécessaires a la virulence de nombreux pathogenes (Ratledge et Dover, 2000). Par exemple,
chez Erwinia chrysanthemi, agent d’une trachéobactériose du saintpaulia, I’isolement de
mutants déficients pour la production de sidérophores a permis de montrer que la possibilité
de capter le fer était indispensable pour I’extension systémique de la bactérie via le systéme
vasculaire (Expert, 2005).

2.3.3.4- les systemes de sécrétion

Les systemes de sécrétion protéiques contribuent de facon capitale a I’interaction et la survie
des bactéries dans leur environnement et I’exploitation des ressources du milieu ainsi que
I’expression de la pathogénie. Chez les bactéries Gram négatif, ils sont nécessaires a la
sécrétion ou I’export dans le milieu extracellulaire des facteurs de virulence au travers de la
double membrane cellulaire, constituée d’une membrane externe et d’une membrane interne,
ou cytoplasmique, séparées par le périplasme (Salmond, 1994). Jusqu'a ce jour, quatre
systemes de sécrétion protéiques majeurs et deux systéemes de sécrétion potentiellement
impliqués dans la virulence des bactéries Gram négatif ont été décrits.

» Systeme de secretion de type 11

Le systéeme de sécrétion de type Il (TTSS pour "type three secretion system") des bactéries
Gram negatif a fait I'objet de nombreux travaux de recherche au cours des 15 derniéres années
en raison du r6le prépondérant qu'il joue dans la pathogénie de nombreux pathogénes trés
divers (Genin et Boucher, 2004). Ce systeme de sécrétion est impliqué dans la réponse
d'hypersensibilité exprimée par les plantes lors de I'infection par I'agent pathogene dans le cas

d'une interaction incompatible (Salmond, 1994). Il permet I'injection directe dans la cellule de



la plante hote de nombreux facteurs de virulence, encore appelés effecteurs, via un pilus
rattaché a la membrane externe de la bactérie. Les protéines du TTSS sont codées par un
ensemble de génes, les genes hrp (“hypersensitive response and pathogenicity") et hrc ("hrp
conserved™), qui sont organisés en groupements de genes (généralement 20-40 kb) dans le
génome de la plupart des bactéries pathogenes (Salmond, 1994). Les protéines Hrc sont les
protéines qui forment le corps basal du T3SS et sont trés conservees. Le corps basal se
prolonge par un pilus extracellulaire creux reliant la bactérie et la cellule héte, appelé pilus
Hrp. Il est composé d’une protéine, la piline, comme HrpA chez P. syringae (Guttman et al.,
2006), HrpY chez R. solanacearum (Van Gijsegem et al., 2000) ou encore HrpE chez X.
axonopodis pv. vesicatoria (Weber et Koebnik, 2005, 2006). Son diameétre mesure environ 6 a
8 nm chez P. syringae pv. tomato (Roine et al., 1997) et il peut atteindre plusieurs um de long
chez les bactéries phytopathogenes leur permettant de traverser la paroi végétale et d’atteindre
la membrane plasmique. Le pilus Hrp est terminé par un translocon formant un pore dans la
membrane plasmique végétale permettant le passage des effecteurs de type 11 du pilus vers le

cytosole de la cellule eucaryote.

Figure 1 Représentation schématique du systéeme Hrp (Boulanger, 2009).



2.3.3.5-Les effecteurs ou éliciteurs de type 11

Les protéines effectrices ou les effecteurs de type Il (TTSS) sont des protéines qui sont
transférées dans la cellule de I’hdte grace au TTSS et qui vont interférer dans certaines
fonctions de la cellule eucaryote. Nombre de ces effecteurs sont impliqués dans I’altération de
la réponse basale de I’h6te mais peuvent également altérer la voie de signalisation hormonale
de la plante, interférer dans la HR et dans la résistance non hote [pour revue (Grant et al.,
2006; Zhou and Chai, 2008)], et ce grace a différentes fonctions et des domaines ayant des
caractéristiques de protéines eucaryotes. Les effecteurs les mieux étudiés sont désignés
comme des protéines d’avirulence « Avr » car elles sont détectées par les plantes non-hotes et
induisent un phénotype d’avirulence (Keen, 1990; Staskawicz et al., 1984). Ces effecteurs
ont été nommés Hop pour « Hrp outer protein » chez Pseudomonas (Alfano et Collmer,
1997), Xop pour « Xanthomonas outer protein » chez Xanthomonas (Noel et al., 2001) ou Pop
pour « Pseudomonas outer protein » chez Ralstonia (qui faisait partie du groupe
Pseudomonas a I’époque de cette identification) (Arlat et al., 1994). L'importance du role des
effecteurs de type 111 dans la pathogénie des bactéries phytopathogénes est variable et dépend
du type d'effecteur considéré. Ainsi, chez P. syringae, de larges délétions dans le génome de
la souche P. syringae pv. tomato a permis de mettre en évidence un "locus d'effecteurs
conservés", essentiel pour l'expression de la pathogénie, ainsi qu'un "locus d'effecteurs
échangeables" moins conservé, jouant un r6le mineur dans la croissance et le developpement
de la bactérie dans I'n6te (Collmer et al., 2000).

2..3.3.6-Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

Une fois dans les tissus de la plante, les bactéries pathogenes dégradent la paroi des cellules
végétales. Cette dégradation entrainera une libération de nutriments qui seront utilisés comme
source de carbone et d’énergie par les bactéries, mais permettra aussi, une dissémination des
agents pathogenes dans les tissus. Les enzymes extracellulaires impliquées dans la
dégradation de la paroi des cellules de la plante héte (PCWDE pour "plant cell-wall
degrading enzymes") sont trés répandues parmi les agents phytopathogenes. Elles ont pour
role essentiel la dégradation des polysaccharides (cellulose, hémicellulose et pectine) et de la
lignine qui composent les parois cellulaires des végétaux. Des genes codant pour ces enzymes
de dégradation extracellulaires ont été mis en évidence chez toutes les bactéries Gram négatif

dont les génomes ont été séquencés récemment (Van Sluys et al., 2002). Ces génes codent



pour des pectine estérases, des polygalacturonases, des xylanases, des pectate lyases, des
cellulases ou encore des pectinases (Simpson et al., 2000; Da Silva et al., 2002; Salanoubat et
al., 2002; Monteiro-Vitorello et al., 2004; Lee et al., 2005).

2.3.3.7-Les phytohrmones

Les plantes produisent les auxines et les cyokinines comme des hormones impliquée a
différents niveaux de la croissance et du développement des plantes, telles que I’élongation, la
division cellulaire, la différenciation des tissus ou encore la dominance apicale (Costacurta et
Vanderleyden, 1995). La biosynthése et la reconnaissance des hormones bactériennes par les
cellules de la plante hote s'averent déterminantes pour la croissance cellulaire végétale
notamment dans la stimulation de la croissance des racines, ainsi que pour la différentiation
vers les deux types d'interactions, pathogénie ou symbiose (Van Sluys et al., 2002). La
production de phytohormones a été montrée et trés étudiée chez de nombreuses bactéries
phytopathogenes, notamment chez certains Xanthomonas et différents pathovars de P.
syringae (Rudolph, 1993; Glickmann et al., 1998). La production d'auxine et particulierement,
I'acide indole-3- acétique (IAA pour « Indole-3-acetic acid » Figure 22), confére un meilleur
taux de survie a P. syringae pv. savastanoi durant l'infection (Gardan et al., 1992). La
production d'auxine au cours de l'infection a également été suggérée chez R. solanacearum
(Salanoubat et al., 2002).

2.3.3.8-Les phytotoxines

De nombreuses bactéries pathogénes, et notamment les bactéries pathogenes de plantes,
produisent des toxines nocives pour I’héte qui sont impliqués dans l'expression des
symptomes et le développement de la maladie. Les phytotoxines bactériennes les plus
connues sont celles produites par P. syringae, comme la coronatine qui mime I’action du
jasmonate et induit la chlorose des tissus de la plante ainsi que I’ouverture des stomates
(Melotto et al., 2008), et qui est corégulée avec les genes hrp ; la syringomycine et la
syringopeptine qui forment des pores dans la membrane plasmique des cellules végetales et
induisent une fuite d’électrolytes ; la tabtoxine et la phaseolotoxine qui sont de bons agents
antimicrobiens et antifongiques. La plupart des phytotoxines de P. syringae possedent des
analogies structurelles avec des antibiotiques connus. Si ces phytotoxines ne sont pas
essentielles pour l'expression de la pathogénie des bactéries qui les produisent, elles

fonctionnent, en général, comme des facteurs de virulence dont la production accentue



l'intensité de la maladie. En effet, les phytotoxines produites par P. syringae peuvent
contribuer au mouvement systémique de la bactérie dans la plante, a la taille des lésions, ou
encore a la multiplication de l'agent pathogene dans I'hdte. Elles peuvent en outre, augmenter
de facon significative, la virulence des différents pathovars qui les produisent (Bender et al.,
1999).

2.3.3.9-Les Exopolysaccharides (EPS)

De nombreuses bactéries sont capables de synthétiser des polymeres de sucres qui seront
ensuite sécretés dans le milieu extracellulaire. Ces EPS resteront associés a la cellule sous
forme de capsule ou d’une couche plus fluide. Les EPS sont extrémement variables dans leur
composition et par conséquent, dans leurs propriétés chimiques et physiques (Leigh et Coplin,
1992). Chez plusieurs agents phytopathogénes et notamment chez les genres Pseudomonas,
Erwinia et Xanthomonas, les EPS jouent un rdéle important dans la pathogénie en favorisant
la survie a long terme des bactéries, en provoquant l'induction du flétrissement par blocage
des membranes cellulaires chez certaines hétes, ou encore en provoquant le détrempage ou la
rétention d'eau dans le milieu intercellulaire (phénomene connu sous le nom de "water-
soaking") qui est nécessaire a la colonisation bactérienne (Rudolph, 1993).

Durant la phase de vie saprophyte ou épiphyte, ils protégent les bactéries de la dessiccation et
des UV, réduisent le contact avec des macromolécules hydrophobes ou chargées et permettent
une meilleure adhésion aux surfaces. La synthése d’EPS peut étre controlée par le quorum

sensing ou d’autres signaux environnementaux.
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Figure 2 Modele expliquant la pathogénicité bactérienne (Murillo et Sesma, 2001).



3- Matériel et méthodes

Ce travail est réalisé au laboratoire de Mycologie, de biotechnologie et de I’activité
microbienne (LaMyBAM), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, UC-1. Notre
objectif, est une contribution a [I’identification des agents pathogenes des maladies
bactériennes de la tomate cultivée en serre dans I’est Algérien. Il se propose dans une
premiere étape une localisation des zones de culture par des prospections et une observation
des maladies bactériennes. Dans une deuxieme étape un isolement de I’agent pathogene, et
son identification. Enfin, la recherche d’agents antagonistes et la réalisation d’études in vivo
en vue d’une lutte biologique.

3.1- Prospections

La prospection sur terrain ainsi que la récolte d’échantillons de tomate se sont déroulées dans
la région de Collo, une ville cotiére & vocation maraichére importante, située au nord-est de
I’Algérie a environ 70 km a I’ouest de Skikda et 120 km au nord de Constantine. Son climat
est méditerranéen, doux en hiver et assez chaud en été. A cause de son climat marin,

I'humidité est tres forte et les précipitations sont abondantes en automne.

Une dizaine de serres ont été prospectées, chacune occupe une superficie de 400 m?, & sol
sableux, contenant 900 plantes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill). Les techniques
culturales utilisées dans les serres sont le labour, le binage, le désherbage, I’irrigation par
rigole. Des traitements phytosanitaires ont été appliqueés: des fongicides (en particulier contre
le mildiou), des insecticide et des herbicide (ex: le Mocap), des nématocides et des piéges a
eau et phéromones contre la mineuse de la tomate. Les échantillons prélevés sont destinés a

I’isolement et I’identification de I’agent pathogene.

Figure 3 Serre de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) prospectée.



3.2- Evaluation de I’incidence de la maladie sur serres:

L’approche statistique de la maladie de la moucheture bactérienne consiste en un systéme de
comptage du nombre d’unités infectées par rapport a la totalité des plantes, permettant ainsi

d’en tirer un pourcentage en appliquant la formule suivante :

Nombre de plantes malades

IC % = X100
Nombre totale des plantes

Au niveau des serres examinées, trois endroits différents ont été choisis pour évaluer

I’incidence de la maladie (rangée droite, rangée médiane et rangée gauche).
3.3- Echantillonnage

Le matériel végétal utilisé provient de la variété de tomate (Tavira). Les prélevements des
échantillons sont effectués a partir de différentes plantes de tomates qui présentent des
symptdmes typiques de la moucheture bactérienne. Les échantillons prélevés ont été placés
dans des sacs en papier et transportés au laboratoire pour I’isolement et I’identification de
I’agent pathogéne.

3.4- Isolement de I’agent pathogene

L’isolement de I’agent pathogéne a été réalisé sur des milieux de culture gélosés, selon la
méthode de Goszczynska et al. (2000). Les feuilles de tomate présentant des symptomes
typiques sont lavées a I’eau du robinet pour éliminer les débris de surface avant de procéder a
I’isolement. Les parties infectées du tissu végétal sont coupées a la limite (zone saine/zone
malade) a I’aide d’un scalpel stérile. Ces morceaux de feuilles ont été lavés dans de I’eau
distillée stérile puis sectionnées en deux et placées dans de I’eau physiologique stérile (NaCl
0.85%) pendant 30 minutes, afin que les bactéries diffusent dans la solution. La suspension est
ensemencée a I’aide de I’anse de platine sur des boites de Pétri contenant le milieu LPGA
(Levure Peptone Glucose Agar) (annexel). Ensuite, les boites ont été incubées a une
température de 27 'C pendant 48 & 72 h, la croissance est vérifiée quotidiennement.



3.5- Purification de I’agent pathogéne

Apres développement et a la lecture des boites, les colonies présentant les caractéres culturaux
du pathogene sont purifiées par réensemencement sur boites, selon la méthode de stries. A
I’aide d’une boucle d’inoculation, un frottement est prélevé a partir de la boite de Pétri qui
contient plusieurs colonies et étalé sur la surface d’une autre boite en suivant un motif défini.
A certains moment, des cellules isolées se détachent de la boucle en mouvement et se
développent en colonies séparées (Prescott et al., 2007). L’incubation est effectuée & 27 'C
jusqu’a I’obtention de colonies apparentes (48 h).

3.6- Conservation de I’isolat

Apres purification, les jeunes colonies bactériennes sont aseptiqguement transférées et
ensemencées dans des tubes a essai contenant de la gélose nutritive inclinée ensuite, incubés a
27°C a pendant 48h puis conservés au réfrigérateur & 4 C. En outre, une autre méthode de
conservation a été suivie et qui consiste a prélever les colonies jeunes afin de les mettre dans
des tubes contenant une solution de 20 % de glycérol et les congeler & -20 °C (Botton et al.,
1990).

3.7- Identification de I’agent pathogéne
3.7.1- Observation macroscopique

L’aspect macroscopique des colonies est observé directement sur la gélose aprés purification,
il permet de connaitre la forme, le contour, la texture, la couleur et la viscosité. Ces
observations sont aussi déterminées a I’aide du grossissement X4 du microscope (Guiraud,
1998).

3.7.2- Observation microscopique
e Observation a I’état frais

Une préparation a I’état frais, par I’application de la technique de la goutte pendante, permet
de déterminer la mobilité, d’observer les bactéries vivantes et de déterminer leur mobilité, leur
morphologie, et leur mode de regroupement. Elle consiste a déposer une goutte de culture
contenant des bactéries vivantes, non colorées, sur une lamelle et de recouvrir la lamelle par
une lame creuse, puis inverser la lame de la maniére a obtenir une goutte pendante, puis
retourner I’ensemble a examiner au microscope optique a I’objectif (40X) puis & immersion
(100X) (Singleton, 2005).



e Coloration de Gram

La coloration de Gram est un aspect important et essentiel pour I’identification d’une bactérie
isolée et la vérification de la pureté de I’isolat. A partir d’une colonie de 24h, un frottis est
fixé a la chaleur puis recouvert par le violet de Gentiane pendant une minute, ensuite il est
élimine par I’'ajout du Lugol pendant une minute. Le frottis est ensuite décoloré avec de
I’éthanol jusqu'a ce que le colorant cesse de s’échapper librement du frottis. A ce stade, les
cellules Gram négatives seront incolores et les cellules Gram positives violettes. Ensuite, le
frottis est soumit a une contre coloration de 30 secondes a la fuchsine, pour colorer les
cellules Gram- présentes. Apres un bref ringcage, le frottis est séché au papier buvard puis
examing, consécutivement, a I’objectif 40X et a immersion 100 X (Singleton, 2005).

3.7.3- Caractéres biochimiques

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour I’identification des bactéries,
et la détermination de certaines espéces, ainsi que de connaitre certains caractéristiques du

métabolisme des bactéries isolées (Goszczynska et al., 2000).
3.7.3.1- Pigmentation et coloration des colonies

Les bactéries pathogénes des plantes produisent une variété de couleurs et de pigments, qui
leur sont caractéristiques (Gitatis et al, 1987).

e Croissance et production de pigment fluorescent sur milieu King B

Ce test permet la mise en évidence de la pyoverdine des Pseudomonas du groupe fluorescent
(Lelliott et al, 1966). La méthode consiste a ensemencer les souches a tester a I’aide d’une
anse a inoculer stérile dans une boite de Pétri contenant le milieu King B. les boites sont
incubées & 28'C pendant 72h (Maury, 1987). Aprés incubation, la boite est passée sous une
lampe de wood émettant une lumiére ultraviolette (UV). La production du pigment
fluorescent bleu ou vert se fait en comparaison avec une boite non ensemencée (Guiraud,
1998).

3.7.3.2- Test catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie posséde I’enzyme catalase servant a
décomposer le peroxyde d’hydrogéne ou I’eau oxygénée (H,O,) en eau et en oxygeéne. Elle
permet sa mise en évidence par contact de la culture avec une solution fraiche d’eau oxygénée
(Singleton, 2005).



La technique consiste a transférer un peu de matériel bactérien au moyen d’une boucle d’anse
stérile dans une goutte d’eau oxygénée 3% déposée sur une lame (Prescott et al., 2007). Une
réaction positive se traduit par I’apparition de bulles (Singleton, 2005).

3.7.3.3- Test oxydase

Le test oxydase permet de mettre en évidence la présence de I’enzyme capable d’oxyder le
substrat employé et ne signifie pas la présence d’une oxydase particuliére (Guiraud, 1998). Le
substrat utilisé dans ce test est sous forme d’un disque de papier filtre pré-imprégné par le
réactif qui est I’oxalate de diméthyl-paraphényléne-diamine. Le disque est placé sur une lame
puis une petite quantité de matériel bactérien est étalée a sa surface au moyen d’une boucle de
platine. La présence de I’oxydase se manifeste par une coloration violette apres 30 secondes,
lorsque la bactérie est oxydase + (Singleton, 2005).

3.7.3.4- Recherche du nitrate réductase

Ce test détecte si un organisme est capable de réduire le nitrate. la recherche de la nitrate
réductase (NR) est realise sur un bouillon nitraté par les réactifs de Griesse (annexe 2), qui
permet de détecter le nitrite.

Le test consiste a cultiver I’organisme dans un bouillon nitraté & 28°C pendant 48h a 72h.
Apres incubation le milieu est examiné pour savoir s’il ya réduction des nitrates en nitrites.
Pour détecter la présence du nitrite, 0.5 ml de réactif 1 et 0.5 ml du réactif 2 de Griesse sont
ajoutés. Ces réactifs se combinent a tout nitrite présent pour former un colorant rouge azoique
soluble. L absence de coloration rouge peut signifier, soit que le nitrate n’a pas été réduit, soit

que le nitrite s’est formé mais a été ensuit réduit, soit, en azote, soit et en ammoniac.

Pour distinguer entre ces deux possibilités, une trace de poudre de zinc permettant de réduire
le nitrate en nitrite est ajoutée. Si du nitrate existe encore, un virage de couleur vers le rouge
sera observé car le nitrite nouvellement formé se combinera avec les réactifs du milieu
(Singleton, 2005).

3.7.3.5- Recherche de I’arginine déhydrolase

Ce test permet de détecter la capacité d’un organisme a produire de I’arginine déhydrolase
(ADH), enzymes qui décarboxyle I’acide aminé arginine en agmatine.

Pour ce faire, un tube contenant du bouillon méller plus I’acide aminé arginine est inoculé par

la bactérie au méme temps que le tube témoin (contenant milieu mdller uniquement). Le



bouillon est recouvert d’une couche d’huile de vaseline stérile (pour I’isoler de I’air) car
I’anaérobiose est obligatoire pour la recherche des décarboxylases. L’incubation est effectuée
a 28°C pendant 48h & 72h. Aprés incubation, les tubes; y compris le témoin (sans acide aminé)

présentent une coloration mauve.

Le test continue en versant goutte a goutte une solution de tampon a pH 4 dans le tube témoin
en agitant quelques secondes apres chaque goutte jusqu’au virage au jaune (acide) pour pallier
I’absence de fermentation du glucose chez les bactéries Gram- aérobies stricts a métabolisme
oxydatif.

Le tube contenant du bouillon méller plus I’acide aminé arginine est additionné du méme
nombre de gouttes de la solution tampon a pH 4 ajouté au tube témoin en plus des trois
gouttes supplémentaires suivi d’agitation pendant 15 secondes. Si le tube persiste mauve
I’alcalinité due a la décarboxylation de I’acide aminé est présente (présence de
décarboxylase). Par contre, si le tube vire au jaune, il y a absence de décarboxylase (Joffin et
Leyral, 2001).

3.7.3.6- Détermination de la voie d’attaque des glucides

Le milieu de Hugh et leifson appartient aux milieux MEVAG (milieux d’études de la voie
d’attaque des glucides), contenant un indicateur de pH, permet de déterminer la voie
métabolique empruntée par les différentes espéces bactériennes (la voie oxydative ou
fermentaire) (Guiraud, 1998). La technique consiste a :

- Préparation du milieu : faire fondre dans un bain marie bouillant deux tubes de milieu

MEVAG cette phase consiste a éliminer I’oxygéne dissous.

- Refroidir vers 45-50°C et rajouter aseptiquement dans chaque tube quelques gouttes (6 a 7
gouttes) de solution aqueuse stérile de glucose a 30% pour obtenir une concentration finale de
1%. Mélanger par agitation douce sans renversement.

- Ensemencer par pigdre centrale au fil droit a partir d’une culture de 18 a 48 heures les deux
tubes dont I'un est recouvert d’une couche d’huile de vaseline stérile, c’est le tube dit

«ferméx», I’autre est le tube dit « ouvert ». Ensuite ils sont incubés.

Au terme de la période d’incubation, trois catégories de bactéries sont distinguées : les
bactéries fermentatives, qui donnent acidification rapide et égale dans les deux milieux qui

deviennent jaune en 24h sur toute la hauteur de la piqure d’inoculation, dans le cas ou il y a



production du gaz, celui-ci est visible, sous la couche d’huile. Les bactéries oxydatives, qui
révelent dans le tube fermé peu ou pas de culture, et pas d’acidification (aprés plusieurs jours,
méme en I’absence de culture visible, la couleur du milieu peu virer vers des teintes orangées
si I’huile utilisée est acide, quant au tube ouvert il y’a acidification modérée et assez lente,
débutant a la surface, en 24-48 heurs ou parfois d’avantage, jamais de gaz. Enfin pour les
bactéries inactives il y’a peu ou pas de culture dans le tube fermé, quant au tube ouvert, il y’ a
culture sans modification du pH (pas d’acidification) ou avec une alcalinisation plus ou moins

forte en surface (virage au rouge violet) (Maury, 1987).

3.7.3.7- Production d’indole

Le test de I'indole permet de savoir si un organisme peut produire de I’indole a partir de
tryptophane. 1l consiste a faire croitre I’organisme étudié dans de I’eau peptonée pendant 48
heures a 27°C. A la suite de I’incubation, 3 gouttes du réactif de Kovac sont ajoutées et la
réaction est lue immédiatement aprés agitation. La présence d’un anneau rouge en surface
indique la formation d’indole, et si I’anneau est brunatre (couleur du réactif) la réaction indole

est considérée négative (Singleton, 2005).

3.7.3.8- Température de croissance

Une culture bactérienne de 48 heures est ensemencée dans des boites de Pétri contenant du
milieu LPGA. Ensuite les boites sont incubées a différentes températures 27, 37 et 45°C. Ces
dernieres sont préconisées par Hilderbrand et al., (1940). L incubation des boites se prolonge
jusqu’a 10 jours.

3.7.3.9- Test de I’activité Tween-estérase

Il a pour but de déterminer si un organisme doué d’activité lipasique, capable d’hydrolyser les
ester d’acide gras a longue chaine carbonée. A I’aide de I’anse a inoculer prélever de la
culture bactérienne agée de 24 a 48 heures et ensemencer en strie sur boite de Pétri contenant
un milieu gélosé au Tween 80. Incuber pendant 72 heures a 27°C. L’activité lipasique se
traduit par un halo clair autour des colonies. Le halo est d0 a la précipitation des sels de
calcium et les acides gras (Schaad et al,. 2001).

3.7.3.10- Test de mise en évidence de I’hydrolyse de I’amidon



Ce test détecte la présence d’une enzyme, I’lamylase qui hydrolyse I’amidon en glucose. Pour
ce test on ensemence en stries une boite de Pétri contenant du milieu amidon avec une culture
bactérienne agée de 24 heurs a 48 heurs. Aprés incubation a 27°C pendant environ 72 heurs
les colonies sont grattées avec une lamelle puis une solution de lugol est ajoutée sur le milieu.
Lorsqu’il se forme un halo clair autour de la colonie, le test est positif et si le milieu reste
inchangé, le test est négatif (Schaad et al., 2001).

3.7.3.11- Test de mise en évidence de la digestion de la caséine

Le test permet de détecter la présence d’une protéase qui hydrolyse la caséine du lait. Une
boite de Pétrie contenant une gélose au lait est ensemencée en stries a partir d’une culture
bactérienne de 24 heurs a 48 heurs. Incuber jusqu’a 7 jours a 27°C. le test est positif lorsqu’on
observe une zone clair autour de la culture et il est négatif quant le milieu reste inchangé
(Schaad et al., 2001).

3.7.3.12- Test d’utilisation du saccharose

Le test sucrose sert & déterminer si la bactérie transforme le sucrose en substances réductrices.
A I’aide d’une anse a inoculer stérile, inoculer les tubes qui renferment 5ml du bouillon
transformation du sucrose en substances réductrices (RS). Aprés incubation a 27°C pendant 1
a 2 jours, 2,5 ml du réactif de Bénédict est ajouté. Les tubes sont ensuite déposer dans un
bécher de 250 ml, ajouter de I‘eau et maintenus au bain marie bouillant pendant 10 mn puis
dans de I’eau froid. Le dépdt au font du tube d’un précipite brun est une réaction positive
(Schaad, 1988).

3.7.3.13- Hydrolyse de la gélatine

Ce test permet de détecter I’activité protéolytique forte des bactéries et la capacité de produire
une gélatinase. La gélatinase ou collagénase est une protéase qui hydrolyse le collagéne en
acides aminés ou en peptides. A I’aide de I’anse & inoculer, une culture bactérienne est
ensemencée par piqure centrale au fil droit au centre du culot de gélatine. Apres 15 jours
d’incubation a 27°C, les tubes sont mis pendant 10 mn dans le réfrigérateur a 4°C pour
favoriser la prise en gel. La liquéfaction indique la gélatinolyse et si aucune hydrolyse ne se
produisait le milieu demeurera un gel (Goszczynska et al., 2000).

3.7.3.14- Activité levane sucrase

Le test levane sucrase sert a déterminer si la bactérie polymérise le fructose en polyfructose.

A I’aide de I'anse a inoculation, inoculer le milieu de culture levane par stries avec une



culture bactérienne jeune. Apres 3 jours d’incubation a 27°C, I’apparition d’une culture
abondante, bombée, muqueuse et brillante indique que la bactérie posséde une levane sucrase
(Goszczynska et al., 2000).

3.7.4- ldentification moléculaire

L'identification de la souche bactérienne sélectionnée a été réalisée par analyse de I'ARN-r
16S. Cette analyse a été effectuée au Centre wallon de Biologie Industrielle (CWBI)
Université de lieges, Belgique. La détermination de I’identité d’un microorganisme nécessite
la réalisation de plusieurs étapes, a savoir : I’extraction d’ADN ; I’'amplification du géne
désiré par PCR ; purification du produit de la PCR ; le séquencage du gene étudié et enfin la
comparaison de la séquence obtenue avec les séquences du méme géne déposées dans une

banque de donnée comme GenBank,
3.7.4.1- Extraction d’ADN

L’ADN total a été extrait a partir d’une culture liquide de la souche bactérienne sélectionnée,
par le kit « wizard genomic DNA purification : Promega ». Le protocole d’extraction d’ADN

est illustré dans le schéma 1.

Centrifugation des cellules (1 ml de culture d’une nuit) 2 mn a 13000-16 000 g

Jeter le surnageant

|

Reprise du culot dans 480 ul d’EDTA 50mM

|

Addition de 120 pl d’une enzyme lytique (lysozyme et/ou lysostaphin)
Incubation 30-60 mn & 37 °C
Centrifugation 2 mn a 13000 — 16 000 g et jeter le surnageant

Reprise du culot dans 600 ul de solution Nuclei Lysis et mélanger doucement par la pipette

l Incubation 5mn & -80 °C
Refroidir a température ambiante

Addition de 3l d’une solution de RNase



Vortexer et incuber 15- 60 mn mn a 37 °C

Refroidir a température ambiante

Addition de 200 pl d’une solution de précipitation de protéines

¢ Vortexer et incuber 5 mn a la glace
Centrifugation 3 mn a 13000 -16000 g

|

Transférer le surnageant dans un tube stérile contenant 600 ul d’iosopropanol

Centrifugation et jeter le surnageant

Addition de 600 pl d’éthanol 70 %

|

Centrifugation 2 mn a 13000-16000 g

|

Séchage du culot sous la hotte (10-15 mn)

Réhydratation du culot par 100 ul ddH; O ou de solution réhydratation
l Incubation 60 mn & 65 °C
Stoker I’ADN & 4 °C pour 1 mois

Au-dela de 1 mois stoker a -20 °C
Schéma 1 Méthode d’extraction de L’ ADN des bactéries

3.7.4.2- Amplification de I’ARNr 16S

Les amorces utilisées pour I’amplification de I’ARNr 16S sont les primers universels : 16SP0
5’- GAA GAG TTT GAT CCT GGC TCAG-3’ et 16SP6 5’-CTA CGG CTA CCT TGTTAC
GA-3’. 2 ul d’ADN extrait ont été ajoutés au mélange réactionnel du volume final de 25ul
qui contient : 10xtaq buffer (2,5 ul), 25mM Mgcl2 (1,5 pl), 10 mM de dNTP (0.4 ul) 1,25pl
de chaque primers, 0.25 pl de taq polymérase et 15,85 d’eau distillée. La réaction de PCR a
été réalisée dans le thermocycler (Thermal Cycler PTC-200, MJ Research), en utilisant 26
cycles du programme suivant : 95 °C (30 sec), 50 °C (30 sec), et 72 °C (2mn) et apres 1 cycle
de 72 °C pour 10 mn. La vérification du bon déroulement de la réaction de PCR a été



effectuée par électrophorese du produit PCR obtenu sur gel d’agarose 1% supplémenté au
bromure d’éthidium (10 ul). La visualisation des bondes d’ADN se fait sous lumiere UV.

3.7.4.3- Purification du produit de la PCR et séquencage

Le produit de la PCR a été purifié par le kit de purification « GFX PCR DNA and Gel Band
Purification ». Le produit de I’AND purifié a été séquencé en utilisant les méme primers
décrits ci-dessus. Les séquences obtenues ont été corrigées par le programme « Bioedit», puis
comparées aux sequences déposées dans Genbank en utilisant le programme Blast NCBI.

3.7.5- Pathogénicité sur tomate
= Les graines et la croissance des semis :

Les semences de tomate (L. esculentum Mill) de la variété Tavira ont été semées dans un
terreau commercial mélangé avec de la terre dans des pots en plastique. Les pots sont placés
dans la serre a une température comprise entre 22 et 25°C. Ils sont arrosés au besoin pour
garder le sol humide jusqu’a la croissance des semis au stade d’inoculation (3 a 5 feuilles).

= Préparation de I’inoculum et I’inoculation :

Une suspension bactérienne de 108 CFU/ml est préparée & partir d’une culture bactérienne de
48 h cultivée sur milieu B de king, (Jone et al., 1984). En effet, Les plantules de tomate sont
inoculées par pulvérisation foliaire sur la partie supérieure et inférieure des feuilles. Les pots
sont déposés dans la serre. Les symptémes de la maladie ont été observés apres 1 a 2
semaines de I’inoculation. Les plantules inoculées avec de I’eau distillée stérile servent

comme contrdle négatif (t¢émoin).

3.8- Sélection des souches antagonistes

Le test d’antagonisme consiste a chercher [I’activité biologique des souches sur le
développement de I’agent pathogéne. Ce test est réalisé par la méthode de diffusion sur gélose
suivant deux techniques : technique de criblage pour les bactéries, et technique des disques
pour les mycetes. Une partie des souches bactériennes utilisées dans ce test ont été isolées a
partir du sol de la rhizosphére des plantes de tomate de la serre prospectée, tandis que la
deuxieme partie des souches (bactéries, mycetes) a été fourni par le Laboratoire de
Mycologie, de Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM).



3.8.1- Méthode de criblage

La technique consiste a déposer 0.1 ml de la suspension bactérienne standardisée, et I’étalée a
la surface d’une boite de Pétri contenant le milieu LPGA, aprés séchage de la surface, des
prélevements de bactéries sont effectués a partir de culture de 48 h et ensemencés par des
piqures en utilisant des cure-dents stériles, les boites sont incubées & 27°C pendant 24 a 48 h.
les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés au millimétre prés (Prescott et al., 2007).

3.8.2-Méthode de diffusion sur agar

Apres I’étalement de 0.1ml de la suspension bactérienne standardisee sur la surface du milieu
LPGA, un disque est prélevé a partir de la boite contenant la souche pure du mycéte a tester,
et est déposé soigneusement au centre de la boite d’une maniére de mettre le mycéte au
contact avec le pathogéne. Les résultats sont observés apres incubation des boites a 27°C
pendant 24h.

3.9- Identification de la souche antagoniste

L’identification de la souche bactérienne isolée a partir du sol de la rhizosphere des plantes
de tomate de la serre prospectée ou bien fournis préalablement par le laboratoire (LaMyBAM)
est effectuée par I’observation macroscopique et microscopique avec I’étude des caractéres
biochimiques, ainsi que I’observation du mycélium et fructification quand il s’agit d’un

mycete. L’identification se fait nécessairement sur des cultures pures.
3.9.1- Observation macroscopique et microscopique

L’observation macroscopique sert a déterminer les caracteres culturaux des souches
bactériennes tandis que I’observation microscopique aboutit a la détermination de leur
morphologie, de leur mode de regroupement, et surtout, de leur mobilité éventuelle (Guiraud,
1998 ; Singleton, 2005). Par ailleurs, I’observation microscopique des mycétes permet de
révéler la présence du thalle, s’il est septé ou non, la nature de la reproduction, et les
caractéristiques des fructifications, des conidiophores, et des spores (Cahagnier et Richard-
Molard, 1998). Ces constatations sont mises en évidence grace a la technique de coloration
avec le lactophénol.



3.9.2- Caractéres biochimiques

Les tests biochimiques tels que le test de catalase, oxydase, nitrate réductase, détermination de
la vois d’attaque des glucides et la production d’indole ont été effectués selon les méthodes
décrites dans la partie: caractéres biochimiques de I’agent pathogéne (p.)

3.9.2.1-Etude des rapports avec I’oxygene

Ce test permet de mettre en évidence le type respiratoire du germe a étudier. La recherche
classique s’effectue en tube étroit et profond, rempli aux 2/3 d’une gélose viande foie (\VF).
La méthode consiste a ensemencer le milieu préalablement fondu et maintenu a 45°C par une
goutte de suspension du germe le tube est ensuite fermé et maintenu en position verticale, puis
imprimé a bout de bras, dans un plant horizontal, un mouvement vigoureux dont le trajet
dessine un 8 de chiffre. Le tube est placé dans de I’eau froide jusqu’a solidification, aprés
incubation et selon le niveau ou se manifeste la culture, quatre types respiratoires sont

distingués (Carbonnelle et al., 1987).
3.8.2.2- le test de citrate

Il a pour but de déterminer si un organisme peut utiliser le citrate comme seule source de
carbone. L’inoculation du milieu se fait a partir d’une culture sur milieu gélosé un ou deux
jours. L’apparition d’une culture avec virage de I’indicateur coloré qui passe du vert au bleu

indique que le test est positif (Carbonnelle et al., 1987).
3.9- Test in vivo

Apres la selection de la souche antagoniste et la mise en évidence de son effet inhibiteur sur
le développement de I’agent pathogeéne (test in vitro). La détermination de I’efficacité de
I’antagoniste, pouvant présenter un effet protecteur pour les plantes de tomates, contre la
bactérie pathogene du genre Pseudomonas a été étudiée.

Le traitement a été appliqué sur des plantules de tomate agées de trois semaines. A partir
d’une culture bactérienne de 24 heures des deux souches pathogénes et antagonistes, une
suspension bactérienne est préparée avec de I’eau désionisée et ajustée & 1 X108 CFU/ml. Des
plantules de tomates sont pulvérisées dans un premier temps par I’agent antagoniste, 24
heures plus tard, I’agent pathogéne a été inoculé aussi par pulvérisation. D’autres plantules
sont inoculées uniquement avec I’agent pathogene. Enfin, une autre partie de plantules

inoculées avec de I’eau distillée stérile a servis d’un controle négatif. Les pots sont placés



dans la chambre de culture et le développement de la maladie a été noté aprés 7 a 14 jours du
traitement (EI Hindawy et al., 1998).



4-Résultats

Le présent travail est une contribution a I’identification des maladies bactériennes de la
tomate (Lycopersicon esculentum Mill) cultivée en serre dans I’Est Algérien et a la recherche
d’agents antagonistes et la réalisation des tests in vivo en vue d’une lutte biologique. Ce
travail est réalisé au laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne
(LaMyBAM), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Constantinel.

4.1- Prospections

Les prospections réalisées au niveau des serres, ont permis de déceler la présence des
bactérioses provoquées par des bactéries phytopathogenes sur les plantes de tomate.
L’examen visuel qui se repose sur I’observation des symptdmes caractéristiques des
bactérioses est complété par des recherches plus approfondies pour confirmer la présence de

la maladie en question, et ce ci par une série d’examens au laboratoire.

Au cours de nos prospections, Les symptomes caractéristiques de la moucheture bactérienne
ont été observés. En effet, les plantes infectées étaient a I’age adulte en période de floraison
et de fructification. L’infection touchait les feuilles, en particulier, celles de la base en début
de sénescence, ce qui rend la plante plus vulnérable a la maladie. Les symptomes typiques de
la moucheture bactérienne sont manifestés au niveau des feuilles sous forme de petites
taches brunes de forme irréguliéres entourées d’un halo jaune d’un diamétre variable
atteignant 3mm (figure 4). Ces taches sont moins fréquentes sur les tiges, les sépales de fleurs
et les fruits verts.

:>Téches brunes

Figure 4 Symptdmes foliaires de la moucheture bactérienne sur les plantes de tomate



4.2- Evaluation de I’incidence de la maladie sur serre

Au niveau des serres prospectés, nous avons procédé a des examens de plantes infectées par
rapport au totale des plantes et ce, a des fins statistiques.

La méthode retenue pour I’estimation de I’incidence de la maladie se repose sur I’examen de

3 ranges situées dans trois endroits différents (coté droit, le milieu et coté gauche). Les

résultats de cette estimation sont consignés dans le tableau suivant:

Tableau 5 Estimation de I’incidence (de la maladie) de la moucheture bactérienne (IC %) au stade de

floraison et de fructification sur serre prospectées

Serres | Nombre total des | Nombre de plantes IC%
plantes infectées
1 540 292 54.07
2 540 310 57.40
3 540 327 60.55
4 540 314 58.14
5 540 299 55.37
6 540 307 56.85
7 540 267 49.44
8 540 316 58.51
9 540 275 50.92
10 540 261 48.33




4.3- Isolement et identification de I’agent pathogéne

4.3.1- Aspect macroscopique

Un seul type de colonies bactériennes a été obtenu sur milieu LPGA et présente les mémes
caracteres culturaux de I’agent pathogéne recherché (colonies de consistance crémeuse, de
couleur créme, a bord entier et profil légérement relevé et ridé a la péripheérie) (figure 5).

Figure 5 Aspect macroscopique de I’isolat F2 sur milieu LPGA

4.3.2- Aspect microscopique
4.3.2.1- Observation a I’état frais
L’observation de I’état frais de I’isolat montre que la bactérie F2 est un bacille mobile.

4.3.2.2- Coloration de Gram

Le test de coloration de Gram a montré que I’isolat F2 est de coloration rose, il s’agit, de ce
fait, d’un bacille Gram négatif (figure 6).

Figure 6 Coloration de Gram de I’isolat F2 (X 100)



4.3.3- Etude des caracteres biochimiques

4.3.3.1-Croissance et production de pigment fluorescent sur milieu King B

La culture de I’isolat F2 sur milieu King B a montré un pigment jaune verdatre (pyoverdines)
diffusible dans I’agar et fluorescent sous les rayons ultra violet (UV). Apriori, la bactérie
appartient au genre Pseudomonas du groupe fluorescent (figure7).

Figure 7 Mise en évidence de la production de pyoverdines par I’isolat F2 sur milieu King B

4.3.3.2- Test de catalase

Le test de la catalase a montré que I’isolat F2 est catalase positive, car elle a dégagé des
bulles apres le dépdt du peroxyde d’hydrogene (H,0>) sur la colonie de I’isolat (figure 8).

Figure 8 Test de la catalase de I’isolat F2

4.3.3.3-Test de I’oxydase

L’étalement de Iisolat F2 sur le disque pré-imprégné par le réactif Oxalate de diméthyl-
paraphényléne-diamine est resté incolore, ce qui signifie que le test oxydase est négatif (figure
9).



Figure 9 Test oxydase de I’isolat F2
4.3.3.4- Recherche de nitrate réductase

Le test de nitrate réductase révele que I’isolat F2 ne possede pas une nitrate réductase car
apres le dépodt des réactifs 1 et 2 de Griess, la bactérie n’a pas donné de couleur rouge ce qui
signifie I’absence d’ion nitrite combinés au réactif. Aprés avoir ajouté la poudre de Zinc au
tube, la bactérie a développé une couleur rouge (figure 10).

Figure 10 Recherche de la nitrate réductase : A la bactérie F2 cultivée en bouillon nitraté ; B ajout du réactif de

Griess ; C ajout du Zinc

4.3.3.5- Recherche de décarboxylase

L’absence de I’arginine déhydrolase (ADH) est constatée chez la bactérie F2, ce qui est
justifié par le virage de la couleur au jaune (figure 11).



Figurell Test de I’arginine déhydrolase : A milieu moller (couleur jaune) ; B milieu

moller avec I’arginine

4.3.3.6- Détermination du métabolisme des glucides

Le test du métabolisme des glucides a révélé que I’isolat F2 posséde un métabolisme oxydatif

(acidification & la surface du milieu ouvert provoquant son jaunissement) (figure 12).

Figure 12 Détermination de la voie métabolique des glucides : A tube fermé; B tube ouvert

4.3.3.7- Production d’indole

Le test de production de I'indole a révélé un résultat négatif aprés I’ajout du réactif de Kovac,
montrant que I’isolat F2 ne produit pas de I’indole & partir du tryptophane (figure 13).



Figure 13 Test de production de I’indole

4.3.3.8-Température de croissance

La culture de la bactérie F2 a différentes températures a montré que I'optimum de sa
croissance se situe a 27°C, en outre, elle n’a manifesté aucun développement a 37°C et par
conséquent, a 45°C (figure 14).

Figure 14 Mise en culture de I’isolat F2 a différentes températures: A culture & 27 °C ; B culture 4 37 °C ;
C culture & 45 °C

4.3.3.9-Test de I’activité Tween-estérase

Le test de I'activité Tween-estérase révele la présence d’un halo clair autour des colonies

(figure 15), révelant que I’isolat F2 posséde une activité lipasique.



Figure 15 Activité lipasique de I’isolat F2
4.3.3.10-Test de production de I’amylase

Le test de mise en évidence de I’hydrolyse de I’amidon a révélé I’absence de I’amylase qui
hydrolyse I’amidon en glucose, car aprés I’ajout de la solution de lugol, le milieu est resté
inchangeable (figurel6).

Figure 16 Test de mise en évidence de I’hydrolyse de I’amidon

4.3.3.11- Test de mise en évidence de la digestion de la caséine

Les résultats obtenus apres incubation des boites & 27°C n’ont pas montré une formation de
zone de lyse sur le milieu lacté, inoculé par I’isolat F2, ce qui signifie que cette bactérie n’est
pas capable d’hydrolyser la cas€ine.

4.3.3.12- Test de consommation du saccharose

Le test d’utilisation du saccharose a montré que la bactérie F2 transforme le saccharose en
substances réduites. Cela est justifié par I’apparition d’un précipité brun au font du tube
(figure 17).



4.3.3.13- Hydrolyse de la gélatine

Le test d’hydrolyse de la gélatine a révélé la présence d’une gélatinase car aprés la mise des
tubes dans le réfrigérateur a 4°C, pour favoriser la prise en gel, la liquéfaction du milieu a lieu
dans le tube ou il y a la bactérie (figurel8).

Figure 18 Test d’hydrolyse de la gélatine: A milieu liquéfié par la bactérie; B milieu reste solidifier

4.3.3.14-Activité levane sucrase

Le test d’activité de la levane sucrase a montré que I’isolat F2 polymérise le fructose en
polyfructose, car, il y a apparition d’une culture abondante, bombée, muqueuse et brillante
(figure 19).

Figure 19 Activité levane sucrase



Au terme de ces tests, I’identification de I’isolat penche, avec une probabilité importante, vers
le genre Pseudomonas (tableau 6). En revanche, plusieurs espéces peuvent partager les
mémes résultats, ce qui rend la prononciation en faveur d’une espéce donnée est loin d’étre

atteinte, d’ou la nécessité de recourir a la technique moléculaire est indispensable.

Tableau 6 Récapitulatif des résultats obtenus de la souche pathogéne

Caractéres Résultat de la souche isolée
Forme de la cellule Bacille moyen

Gram -

Mobilité Mobile
Fluorescence sur milieu King B +

Catalase +

Oxydase -

Nitrate réductase -
Décarboxylase (ADH ) -

Métabolisme des glucides oxydatif
Indole -
Croissance a 27, 37 et 45 °C +--
Activité Tween-estérase +

Hydrolyse de I’amidon -
Digestion de la caséine -

Utilisation du saccharose +
Hydrolyse de la gélatine +
Activité levane sucrase +

+ : test positif, - : test négatif
4.3.4- Identification moléculaire de la souche F2

Le bon déroulement de I’extraction d’ADN et de I’amplification de I’ARN-r 16S par PCR, a
été vérifié par migration des échantillons sur gel d’agarose d’électrophorése. Le profil d’ADN
extrait et celui de ’ARN-r 16S amplifié sont illustrés dans la figure 20. Ainsi, la bande



d’ADN extrait qui correspond a tous I’ADN génomique migre a une courte distance (figure
20-a). Alors que la séquence d’ADN amplifiée de I’ARN-r 16S migre plus loin pour atteindre

une distance équivalente a celle d’une séquence de 1500 pb de longueur (figure 20-b).

Taille en pb

|

3000
2000
1500 La bonde de I’ARN-r 16 S (1500pb)
1200

Le marqueur moléculaire

Figure 20 Identification moléculaire de I’isolat F2 : A ; I’ADN extrait. B ;
I’ARN-r 16S amplifié

Le séquencage du ARN-r 16S a donné la séquence suivante :

« GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTTGACGTCATCCC

CACCTTTCCTCCCGGTTTTGTCACCGGCAGTCTCCCTTAGAGTGCCCACCATAATG

TGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCT

CACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCA
CCCATCCATCTCTGGAAAGTTCATTTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT ».

La comparaison de cette séquence avec les séquences publiées dans Genbank, en utilisant le
programme N-Blast, a montré que le Pseudomonas sp. est étroitement lié a trois espéces a

savoir : P. syrungae, P. lutea et P. tremae (tableau 7).

Tableau 7 Résultat de I’identification de la souche bactérienne F2 fourni par Genbank suite a la
demande de comparaison de la séquence de I’isolat F2



Max Total Query E  Max

sCore  scare

Description
[I Pseudomonas syringae 165 ribosomal RNA qene, partial sequence 929
D Pseudomonas £p. Tigray 2 165 ribosomal RNA qene. partial sequence 29
[ Pseudomonas syringae strain SQYB-1 16 ribosomal RNA qene. partil sequence 929
[] Pseudomonas lutea strain B-1 1S ribosomal RNA gene, parfial sequence 529
[] Pseudomonas iremae strain Hi3-25 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 529

929
929
329
329
529

cover value  ident
100% 6e-147 98%
100% 6e-147 98%
100% 6e-147 96%
100% 6e-147 96%
100% 6e-147 98%

Accession

KC311253.1

KC150861.1

JX876901.1

J0390536.1

Suite aux résultats globaux de [I’identification de I’isolat F2 en I’occurrence; tests

microbiologiques, biochimiques et moléculaires, I’agent responsable de la moucheture de la

tomate isolé dans ce travail est Pseudomonas syringae.

4.4-Test de pathogenicité sur tomate

Apres 7 jours d’inoculation, I’isolat a produit les symptémes typiques de la maladie sur les

feuilles inoculées artificiellement. La plante témoin maintenue dans les mémes conditions n’a

manifesté aucun indice de la maladie (figure 21).

Tache nécrotiques

Figure 21 Test de pathogénicité sur la plante de tomate apres inoculation

4.5- Sélection de souches antagonistes



Parmi les isolats testés sur I’agent pathogéne, seulement 2 souches (une bactérie et un
champignon) ont présenté un effet positif sur P. syringae. La zone d’inhibition développée est
de I’ordre de 5mm pour I’isolat fongique et 14 mm pour I’isolat bactérien (figure 22).

La bactérie utilisée dans le présent travail a été isolée a partir du sol de la rhizosphere d’une
palmeraie, tandis que la moisissure a été fournie par le Laboratoire de Mycologie de
Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM).

xl

Figure 22 Activité antagoniste des souches vis-a-vis de I’agent pathogene P. syringae : A Bactérie; B
moisissure

4.5.1-1dentification de la bactérie antagoniste

La souche bactérienne (E 1) qui a révélée un pouvoir inhibiteur significativement élevé a fait
I’objet d’une identification préliminaire par des tests morphologiques et biochimiques.

4.5.1.1- Etude macroscopique

La culture de la souche E1 sur milieu GN a révélé un bon développement apres 48 heurs
d’incubation, les colonies sont petites, d’une couleur créme, planes, de forme ovale irréguliére
(figure 23).

Figure 23 Aspect des colonies bactériennes sur gélose nutritive

4.5.2.2- Etude microscopique



e Observation a I’état frais
L’observation a I’état frais a montré que I’isolat E1 est un cocci immobile.
e Coloration de Gram

Apres avoir effectuer une coloration de Gram, la bactérie E1 a révélé une coloration rose,

signifiant qu’elle est Gram - (figure 24).

Figure 24 Coloration de Gram de I’isolat E1 (X 100)

4.5.2.3- Test de catalase

Le test de catalase a montré que la bactérie E1 est catalase positive, car elle a dégagé des
bulles apres le dép6t du peroxyde d’hydrogene H,O, sur la colonie (figure 25).

Figure 25 Test catalase montrant que la bactérie E1 est catalase positive

4.5.2.4- Test d’oxydase



L’étalement de la souche sur le disque pré-Imprégné par I’oxalate de diméthyl-paraphénylene-
diamine a présenté une coloration violette ce qui signifie que I’isolat E1 est oxydase
negative (figure 26).

Figure 26 Test oxydase montrant que la bactérie E1 est
oxydase négative

4.5.2.5- Détermination de la voie métabolique des glucides

Le test métabolique des glucides révele que I’antagoniste E1 possede un métabolisme
oxydatif (acidification a la surface du milieu ouvert provoquant son jaunissement) (figure 27).

Figure 27 Détermination de la voie métabolique des glucides: A tube ouvert; B tube fermé

4.5.2.6- Production d’indole

Le test de production d’indole a révélé un résultat négatif apres I’ajout du réactif de Kovac,
montrant que la bactérie ne produit pas de I’indole a partir de tryptophane (figure 28).



Figure 28 Test de I’indole

4.5.2.7- Test du Type respiratoire

Ce test a révélé que le type respiratoire de I’isolat E1 est aérobie strict, car la culture s’est
manifestée juste a la surface du milieu de culture (figure 29).

Figure 29 Test du type respiratoire

4.5.2.8- Test de citrate

Ce test a montré que la bactérie E1 n’utilise pas le citrate comme source de carbone, car il n’y
a aucun développement ni changement d’indicateur de couleur vers le bleu (test néegatif)
(figure 30).



Figure 30 Test de citrate

L’analyse des résultats morphologiques et biochimiques (tableau 6) montre que I’antagoniste
bactérien E1 est une espéce appartenant au Genre: Acinetobacter.

Tableau 8 Récapitulatif des résultats obtenus correspondants a I’antagoniste bactérien

Caracteéres Résultat de la souche E1
Forme de la cellule Coccoide

Gram -

Mobilité Immobile

Catalase +

Oxydase -

Métabolisme des glucides Oxydatif

Indole -

Utilisation du Citrate -

Type respiratoire Aérobie strict

+ : test positif, - : test négatif

4.6- Test in vivo



L’application foliaire de la souche antagoniste E1 sur les plantules de tomates a montré
I’absence des symptomes de la maladie (figure 31).

Figure 31 Plantules de tomates traitées avec I’antagoniste et le pathogéne

La méme observation a été notée chez les plantules inoculées par I’eau distillée (figure 32).

Figure 32 Plantules de tomates traitées avec de I’eau distillée

Par contre, le résultat d’inoculation de Pseudomonas syringae a révélé I’apparition des
symptomes sur les feuilles de la plante (figure 33).

Figure 33 Plantes de tomate traitée avec le pathogene Pseudomonas syringae



5-Discussion

En Algérie, les bactérioses des Solanacées maraichéres, en particulier, la tomate
(Lycopersicon esculentum Mill), connaissent depuis quelques années, une importance
grandissante sans cesse. Cette situation résulte vraisemblablement de I’intervention de
plusieurs facteurs : intensification de la culture de la tomate, importation de la semence,
absence de variétés commerciales résistantes, mauvaises pratiques agricoles et moyens de

lutte inadéquats.

Lors de nos prospections effectuées dans des serres de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
et en se basant sur I’étude symptomatologique (Blancard, 2009), la moucheture bactérienne
communément appelée « bacterial Speck », a été observée dans la plupart des plantes de
tomates. Cette moucheture est selon Yuong et al., (1978), causée par Pseudomonas syringae
pv. tomato. Cette bactérie affecte différents organes aériens de la plante. En effet, dans ce
travail, la moucheture bactérienne s’est manifestée sur les feuilles de I’h6te par des taches
brunes-noiratres, bordées par une auréole jaune de forme polygonale et d’un diamétre de 0.2 a
4.0 mm. Ces observations corroborent celles décrites par Okon et al., (1978); Tamietti et
Cugudda, (1987).

Les symptdmes rencontrés sur les plantes de tomate ne permettent pas d’identifier
définitivement la cause de la maladie car plusieurs bactérioses produisent des Iésions
nécrotiques lorsqu’elles attaquent la plante de tomate. Ainsi, une confusion peut étre faite
entre Xanthomonas campestris pv vesicatoria, Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas
syringae pv. syringae et Pseudomonas syringae pv. tomato. Du point de vue physiologique le
Pseudomonas syringae pv. tomato est, aussi, difficilement distinguable des autres pathovars
de I’espece Pseudomonas syringae, particulierement, Pseudomonas syringae pv. syringae.
Selon Wilkie et Dye, (1974); Jones et al., (1984), les taches nécrotiques qui lui sont
attribuées peuvent étre séparées de celles des autres pathogenes du groupe Pseudomonas par
la présence du halo jaune. Pour ce faire, une analyse plus profonde est donc, indispensable a
la détermination de I’agent causal de la maladie observée.

Cette analyse débute par I’observation de I’agent pathogéne lui-méme. L’isolement de I’agent
pathogéne associé aux taches brunes de la tomate a partir des tissus infectées a abouti a

I’apparition d’un seul type de colonies bactériennes. Ces derniéres, se sont développées apres



72 heures d’incubation sur milieu LPGA. Le méme résultat a été obtenu par Goszczynska et
al., (2000) qui ont indiqué que les colonies des bactéries phytopathogénes apparaissent plus
lentement que les colonies des bactéries saprophytes.

Par ailleurs, I’aspect des colonies obtenues était semblable a celui obtenu par Tamietti et
Cugudda (1987), qui ont suggeéré que la bactérie Pseudomonas syringae, agent causale de la
moucheture bactérienne se développe lentement sur milieu nutritif, lors de son isolement,
pour donner des colonies de consistance crémeuse, de couleur creme, & bord entier et profil

légérement relevé et ridé a la périphérie.

La souche isolée a produit, sur le milieu King B, un pigment coloré diffusible dans I’agar et
fluorescent sous UV (pyoverdine). Ce résultat est conforme a ceux obtenus par Lelliott et al.,
(1966) ; Palleroni, (1984) ; bultreys et al., (2003).

L’ observation microscopique et la coloration de Gram confirme que I’isolat est un bacille
Gram négatif mobile. Plusieurs auteurs, dans la littérature, ont montré que les cellules de
Pseudomonas syringae se présentent sous forme de batonnets, Gram négatifs et mobiles
(Prévot, 1961 ; Murillo et Sesma, 1998; Joffin et Leyral, 1998 ; Murillo et Sesma, 1998 ;
Kvitko et al., 2009).

Les tests biochimiques réalisés ont montré que I’isolat est catalase positive, oxydase négative,
ne posséde ni de nitrate réductase ni de I’arginine déhydrolase, a un métabolisme oxydatif et
assimile le glucose et le saccharose. La bactérie est aussi levane positive, indole négatif,
douée d’activité lipasique et hydrolyse la gélatine, cependant, elle n’hydrolyse pas I’amidon et
la caséine. Ces résultats sont conformes au profil physiologique de Pseudomonas syringae
pv. tomato décrit par plusieurs études ( Samson et Saunier, 1958 ; Hildebrand et al., 1972 ;
Bashan et Okon, 1982; Murillo et Sesma, 2001). La bactérie s’est bien développée a 27°C, ce
résultat a été, déja, indiqué par (Okon et al., 1978 ; Blancard, 2009) qui ont démontré que la
température optimale de croissance de cette bactérie est entre 25 et 30°C.

Le test de pathogéncité effectué avec I’isolat sur des plantules saines de la tomate a révélé
que, sont développement, produit des taches nécrotiques sur les feuilles semblables a celles
causées, habituellement, par Pseudomonas syringae (lelliott et al., 1966 ; Okon et al.,1978 ;
Phoronezney et al., 1979 ; Hildebrand et al.,1988).

L’identification moléculaire de I’agent pathogéne par des analyses d’ARN-r 16S s’avérait

insuffisante car, elle montrait que la souche est a 98% similaire avec plusieurs souches du



genre de Pseudomonas; Pseudomonas syringae, P. lutea et P. tremae. La confirmation de
I’identification est tranchée en faveur de Pseudomonas syringae grace a I’analyse ultérieure
du gene de la topoisomérase gyrase B.

Plusieurs souches microbiennes (fongiques et bactériennes) fournies par le laboratoire
LaMyBAM (U. Constantine 1) ont été testées pour leur pouvoir d’inhiber P. syringae in vitro.
Une seule bactérie inhibait le développement du phytopathogene. Les résultats des tests
microbiologiques et biochimiques realisés sur cette bactérie étaient cohérents avec ceux
obtenus par (Joffin et leyral, 1998 ;Singleton, 2005) et qui ont montré que cette bactérie
appartient au genre Acinetobacter. Cette bactérie pourrait faire I’objet d’une utilisation
ultérieurement comme agent de lutte biologique pour protéger les plantes de tomate contre P.
syringae. En effet, Plusieurs espéces microbiennes ont montré leur efficacité dans la
promotion de la croissance et la protection des plantes de tomates contre les différents
ennemis de cultures. A titre d’exemple, le traitement préalable des plantes de tomates avec le
Bacillus subtilis a, significativement, réduit leur flétrissement (Phea et al., 1992).

L’effet in vitro été confirmé par le test in vivo. En effet, I’application foliaire de la souche
antagoniste sur les plantules de tomates en présence de I’agent pathogéne a abouti a I’absence
des symptémes de la maladie. La plupart des stratégies de lutte biologique utilise des agents
de lutte biologique qui suppriment les pathogénes des plantes, soit par la production de
substances inhibitrices (Glick et Bashan, 1997 ; EI Hendawy et al., (2005) ; Prescott et al.,
2007), ou, par compétition (Janisiewicz, et Marchi, 1992 ; Wilson et Lindow, 1994; Vélksch
et May, 2001). Récemment, le mécanisme I’'ISR (Induced systemic resistance) est mis en
évidence, en rapport avec la lutte biologique, Il s’agit de la stimulation des mécanismes de
défense chez la plante contre les agents pathogenes (Ryu et al., 2004).



6-Conclusion et perspectives

La tomate (Lycopersicon esculentum Mill) de la famille des Solanacées, est I’'un des légumes
les plus populaires dans le monde entier. En revanche, sa culture a été limitée et affaiblie par
une panoplie de maladies microbienne d’origines variables. La moucheture bactérienne dont
I’agent pathogene est Pseudomonas syringae pv. Tomato est parmi les bactériose aériennes les
plus courantes, qui menacent les plantes de tomate en stade de floraison et de fructification.
L’isolement réalisé a partir des plantes de tomates infectées a permis d’obtenir un seul type
de colonies bactériennes. Les différents tests morphologique, biochimique, microbiologique et

moléculaire ont montré que la souche isolée appartienne a I’espéce Pseudomonas syringae.

Le test de pathogénicité effectué sur des feuilles saines de tomate a produit des taches brunes

correspondant aux symptémes provoqués par la maladie de la moucheture bactérienne.

L approche de la lutte biologique reposait sur le test, in vitro, de certains microorganismes
(bactéries et moisissures) puisés de la collection du laboratoire (LaMyBAM) par rapport a
leur effet vis-a-vis de I’agent pathogéne. Ce test a permis de sélectionner une seule possédant
un effet inhibiteur important. L’identification de la souche antagoniste basée sur I’étude
morphologique et biochimique a montré qu’il s’agit d’une bactérie appartenant au genre
Acinetobacter. Le test, in vivo, réalisé par pulvérisation d’une suspension de cette bactérie a
sur les plantules de tomates a montré qu’elle réduit I’effet du Pseudomonas syringae.

Au terme de cette ébauche, nous avons jugé utile de se fixer certains points comme objectifs a
développer:

e Approfondir I’étude de la Bactérie antagoniste par :

e La Confirmation de I’effet de I’antagoniste dans différentes conditions ;

e L’identification moléculaire complete ;

e La Compréhension des mécanismes d’effet ;

e La préparation de biofertilisant et biocontrdle par la production de la biomasse de

I’antagoniste.
> Mise en évidence des mécanismes moléculaires d’interactions: plantes de tomates-

P.syringaee et tomate-bactérie antagoniste.



7- Résumé

La moucheture bactérienne (Bacterial speck), causée par Pseudomonas syringae pv. tomato,
continue d’étre une maladie économiquement importante de la tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) a travers le monde. Elle est favorisée par des températures basses et une

humidité relativement élevée.

Les prospections des cultures de tomates en serres dans la région de I’Est algérien ont permis
de constater la présence de la maladie, identifiée par des symptémes typiques de la
moucheture bactérienne, qui se manifeste sur les feuilles par des taches brunes de 0.2 a 4 mm

entourées d’une auréole jaune.

L’étude subséquente au laboratoire a permis, quant a elle, I’isolement de I’agent pathogéene a
partir des fragments de feuilles atteintes par la maladie. Son identification par des tests
biochimiques préliminaires a révélé qu’il appartient au genre Pseudomonas et I’étude

moléculaire a montré qu’il s’agit de Pseudomonas syringae.

Le test de pathogénicité effectué par inoculation artificielle sur la partie aérienne des plantules
de tomate saines est traduit par I’apparition des symptdmes typiques de la maladie, similaires

a ceux, observés au niveau des serres prospectées.

Le test d’activité antagoniste vis-a-vis de Pseudomonas syringae réalisé d’abord, in vitro, a
abouti a la sélection d’une souche bactérienne développant une zone de lyse importante qui se
traduit par I’inhibition de la croissance de la bactérie pathogéne.

Les tests in vivo, qui visaient a inhiber le développement de la maladie au moyen de
microorganisme sélectionné ont donné des résultats intéressants néanmoins, ils nécessitent un

approfondissement pour se prononcer sur I’approche de la lutte biologique.

Mots clés : Pseudomonas syringae, Tomate, Moucheture bactérienne, Antagonisme, Lutte
biologique.



8 - Abstract

Bacterial speck, caused by Pseudomonas syringae pv. tomato, continues to be an important
economic worldwide disease of tomato (Lycopersicon esculentum Mill). It is favored by low
temperatures and relative high humidity.

The surveys of tomato crops in greenhouses of eastern region of Algeria revealed the presence
of the disease, identified by the typical symptoms of bacterial speck, which occurs on the
leaves with brown spots from 0.2 to 4 mm surrounded by a yellow halo.

Subsequent laboratory study had permitted the isolation of the pathogen from fragments of
leaves affected by the disease agent. Preliminary identification by biochemical tests revealed
that it belongs to the genus Pseudomonas and molecular study showed that it is Pseudomonas
syringae.

The pathogenicity test performed by artificial inoculation on the aerial part of healthy
tomato’s seedlings, resulted in the appearance of the typical symptoms of the disease, similar
to those, observed in greenhouses surveyed.

The activity of test antagonist towards Pseudomonas syringae, performed first in vitro,
resulted in selection of bacterial strain developing a large lysis area, which, results in the
inhibition of growth of pathogenic bacterium.

The in vivo tests, which designed to inhibit the development of the disease, by the selected
microorganism, yielded interesting results; however, they need further development to decide
on the approach of biological control.

Keywords: Pseudomonas syringae Tomato, Bacterial Speck, Antagonism, Biological
Control.
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Annexe 1

Milieux de culture

Gélose nutritive

Gélose nutritive ou gélose ordinaire (GNO), est un milieu d’isolement non- sélectif dont la
composition chimique théorique en g/L d’eau purifiée est :

Peptone 10
Extrait de viande 5
Chlorure de sodium 5
Gélose 15

pH 7.2, autoclaver 20 minutes & 120 °C (Guiraud, 1998).

Milieu Levure Peptone Glucose Agar (LPGA).

La composition chimique du milieu en g/L est :

Glucose 7
Peptone 7
Extrait de levure 7
Agar 15

Le pH entre 7.2 et 7.3. Autoclaver & 121 °C pendant 15 minutes (Lelliott et Stead., 1987).

Milieu Levane

La composition chimique théorique de ce milieu en g/L d’eau purifier est :

Extrait de levure 2
Peptone 5
Chlorure de sodium 5
Saccharose 50
Agar 15

pH 7.2, autoclaver 15 minutes & 121 °C (Goszczynska et al., 2000).



Milieu a la gélatine

La composition chimique de ce milieu en g/L d ’eau distillée est la suivante :

Extrait de levure 3
Peptone 5
Gélatine 120

pH 7.0, stériliser 15 minutes a 121 °C (Goszczynska et al., 2000).

Milieu Tween 80

La composition chimique de ce milieu en g/L d’eau distillée est la suivante :

Peptone 10
Nacl 5
Cacl, 0.1
Agar 15

Le milieu est stérilisé 20 minutes & 120 °C, puis 10 ml de Tween 80 stérile est incorporé
(Goszczynska et al., 2000).

Milieu Amidon

La composition chimique de ce milieu en g/L d’eau distillée est la suivante :

Ajouter 2% d’amidon soluble au gélose nutritif (Goszczynska et al., 2000).

Bouillon transformation du sucrose en substances réductrices (SRS).

La composition chimique du bouillon en g/L est la suivante :

Extrait de levure 5
Peptone 10
Saccharose 40

Le pH 7.0, autoclaver & 121 °C pendant 15 minute ( Schaad, 1988).
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Annexe 2
Réactifs de griess
Réactif 1
Acide sulfamique 0.8¢
Acide acétique 5N 100 ml
Réactif 2
Diméthyl a Naphtylamine ou o Naphtylamine 05¢
Acide acétique 5 N 100 ml (Guiraud, 1998).
Réactif de Benedict

g/L

Citrate de sodium (NazCs Hs O7 .H; O) 173.0
Carbonate de sodium (Na; CO3) 85.5
Sulfate de cuivre (CuSO4 5 H; O) 17.3

Dissoudre les produits dans de I’eau distillée et conserver a la noirceur (bouteille ambrée)
(Schaad, 1988).




Théme :
Contribution a I’étude des maladies bactériennes de la tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
cultivée en serres dans I’est Algérien.

Résumé :

La moucheture bactérienne (Bacterial speck), causée par Pseudomonas syringae pv. tomato,
continue d’étre une maladie économiquement importante de la tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) a travers le monde. Elle est favorisée par des températures basses et une
humidité relativement élevée.

Les prospections des cultures de tomates en serres dans la région de I’Est algérien ont permis
de constater la présence de la maladie, identifiée par des symptomes typiques de la
moucheture bactérienne, qui se manifeste sur les feuilles par des taches brunes de 0.2 a 4 mm
entourées d’une auréole jaune.

L’étude subséquente au laboratoire a permis, quant a elle, I’isolement de I’agent pathogéne a
partir des fragments de feuilles atteintes par la maladie. Son identification par des tests
biochimiques préliminaires a révélé qu’il appartient au genre Pseudomonas et I’étude
moléculaire a montré qu’il s’agit de Pseudomonas syringae.

Le test de pathogénicité effectué par inoculation artificielle sur la partie aérienne des plantules
de tomate saines est traduit par I’apparition des symptomes typiques de la maladie, similaires
a ceux, observés au niveau des serres prospectees.

Le test d’activité antagoniste vis-a-vis de Pseudomonas syringae réalisé d’abord, in vitro, a
abouti a la sélection d’une souche bactérienne développant une zone de lyse importante qui se
traduit par I’inhibition de la croissance de la bactérie pathogéne.

Les tests in vivo, qui visaient a inhiber le développement de la maladie au moyen de
microorganisme sélectionné ont donné des résultats intéressants néanmoins, ils nécessitent un

approfondissement pour se prononcer sur I’approche de la lutte biologique.

Mots clés : Pseudomonas syringae, Tomate, Moucheture bactérienne, Antagonisme, Lutte

biologique.

Laboratoire de recherche : laboratoire de Mycologie, de biotechnologie et de I’activité
microbienne (LaMyBAM), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, UC-1.
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